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RIASSUNTO   
 
I tumori della tiroide, che si manifestano clinicamente sotto forma di noduli, sono le più frequenti 
neoplasie che colpiscono il sistema endocrino. L'ultrasonografia, unita alla procedura dell’ago 
aspirato “FNAC” (Fine Needle Aspiration Citology, citologia aspirativa con ago sottile) vengono 
comunemente impiegati per la valutazione preoperatoria dei noduli tiroidei. Più del 30% dei 
campioni provenienti dagli agoaspirati che contengono un numero adeguato di cellule risultano 
indeterminati (categoria diagnostica TIR 3) all’esame citologico e non è possibile distinguere 
unicamente dalla citologia se la lesione tiroidea è di tipo benigno o maligno. Il problema 
fondamentale della diagnostica citologica riguarda la diagnosi differenziale tra adenoma follicolare 
(forma benigna) e variante follicolare del carcinoma papillare FVPTC, (Follicular Variant Papillar 
Thyroid Cancer): entrambi spesso frequenti (60% FA, 30% FVPTC) nei referti istologici finali 
successivi a tiroidectomie effettuate su pazienti TIR3. I due tipi di neoplasia presentano 
caratteristiche architetturali simili a tal punto da non poter riconoscere un tumore dall’altro In 
questi casi, la FNAC puo’ essere ripetuta oppure un successivo step chirugico puo’ risultare 
necessario (si parla di tiroidectomia totale o parziale) per ottenere una diagnosi istologica 
definitiva. I recenti progressi della genetica molecolare nel cancro alla tiroide hanno fornito dei  
marcatori molecolari diagnostici  utili, specialmente per i casi di diagnosi indeterminata: Il 
carcinoma papillare (PTC, papillary thyroid carcinoma) , il più comune cancro maligno della tiroide, 
frequentemente presenta mutazioni nei geni BRAF, RET/PTC, o RAS. In letteratura inoltre sono 
citati vari casi di geni differenzialmente espressi nei tumori alla tiroide come nel caso di galectina-
3, serpina1, fibronectina-1, cxcr4, geni la cui iperespressione risulta essere generata dall’insorgenza 
di neoplasie maligne, in particolare di carcinomi papillari. In questo studio è stato effettuata 
un’analisi di espressione genica (gene expression profiling) su una serie di campioni FNAC tramite la 
metodologia del Nanostring®. Questo dispositivo valuta l’espressione di geni  di un pannello 
precostituito(nel nostro caso un pannello ad mRNA   per 36 geni che risultano differenzialmente 
espressi tra noduli maligni e benigni) impiegando la tecnologia dell’ibridazione molecolare: ad ogni 
gene del pannello è stato associato un barcode molecolare fluorescente a sua volta associato ad 
una coppia di sonde  (capture e reporter) che riconoscono e si legano alla sequenza nucleotidica 
dell’mRNA di interesse. L'obiettivo primario è stato quello di trovare una “signature molecolare”, 
ovvero un pattern di espressione genica che sia in grado di classificare i noduli come benigni o 
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maligni. Sono stati valutati campioni  FNAC ex-vivo prelevati da pazienti tiroidectomizzati (26 FNAC 
classificati TIR2, “ benigni”, e 27 casi di TIR 4-5, “sospetti maligni- maligni”) per i quali è stata 
effettuata anche una diagnosi istologica; le diagnosi istologiche sono servite come esami 
identificativi finali dei tumori per valutare i profili di espressione genica ottenuti dal Nanostring. Ai 
dati d’espressione genica ottenuti è stato applicato l’ algoritmo di Pearson per effettuare una prima 
clusterizzazione che ha distribuito i campioni in gruppi tramite valutazione delle distanze euclidee. 
Si è notata una certa differenza d’espressione tra i campioni maligni e benigni, i quali sono stati 
associati a 2 gruppi ben distinti. Successivamente tramite il test di Student sono stati selezionati 
quei geni che sono risultati più differenzialmente espressi tra i campioni clusterizzati. 
Riclusterizzando i dati tenendo conto questa volta solo dell’espressione di quei dei geni che sono 
risultati statisticamente significativi al t-test, le differenze nei profili di espressione tra i cluster 
benigni e maligni sono risultate molto più evidenti. Per poter confermare la suddivisione dei 
campioni tra benigni e maligni è stato impiegato un ulteriore algoritmo di calcolo,  il K-nn (K-
nearest neighbour). Il K-nn associa un punto agli n punti più vicini ad esso (n è un valore arbitrario, 
nel nostro caso abbiamo usato 3 per garantire che ci siano almeno due valori vicini su tre che 
possano permetterci di associare il punto ad un gruppo piuttosto che ad un altro) in termini di 
distanza euclidea. Il K-nn applicato per ogni singolo campione ha riconfermato la suddivisione 
iniziale data dall’istologia dei noduli. L’analisi d’espressione studiata  per questi campioni 
costituisce parte di un training set da cui in futuro, con ulteriori dati e campioni disponibili, 
potrebbe scaturire la formulazione di un vero pattern genico d’espressione discrimitativo, una 
signature molecolare, per riconoscere la benignità o la malignità nello specifico per i casi di noduli 
indeterminati.   
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1 INTRODUZIONE 
 
1.1 LA TIROIDE 
 
La tiroide è una ghiandola endocrina a forma di H o di farfalla  deputata alla produzione di due tipi 
di ormoni: gli ormoni tiroidei e la calcitonina. Si localizza nella parte antero-inferiore del collo, 
appoggiata alle cartilagini tiroide e circoide della laringe e lateralmente e posteriormente prende 
contatto con la trachea. L'accesso chirurgico alla ghiandola è complicato dalle intense e intricate 
innervazioni e vascolarizzazioni. La ghiandola è rivestita da un sottile strato di connettivo fibroso, la 
capsula, che invia sepimenti all'interno, suddividendo il parenchima in territori irrregolari, formati 
dai follicoli. I follicoli sono cavità chiuse di dimensioni varie, rivestiti da un epitelio cubico e 
contenenti un liquido denso (colloide) ricco di tireoglobulina, una glicoproteina che contiene 
numerosi residui tirosinici iodinabili.  La tireoglobulina puo' essere messa in evidenza mediante 
immunoistochimica con anticorpi anti-Tg a livello di tutti i tumori differenziati della tiroide. Nella 
colloide vengono immagazzinati gli ormoni tiroidei in forma inattiva, la tetraiodotironina, o T4, e la 
tireoglobulina, o T3. Le cellule follicolari, o tireociti, producono grandi quantità di tireoglobulina e 
captano iodio dal sangue per incorporarlo in residui tirosinici. La loro attività è regolata dall'ipofisi 
mediante l'ormone tireotropo. Tra i tireociti delle pareti follicolari sono presenti le cellule 
parafollicolari, che producono la calcitonina e sono localizzate alla base dei follicoli. Esse risultano 
difficili da riconoscere con le colorazioni abituali ma sono messe facilmente in evidenza mediante 
immumoistochimica con anticorpi anti-CT. 
 
 
 
 
7 
 
1.2 LE NEOPLASIE DELLA TIROIDE 
 
Le neoplasie della tiroide  si presentano negli stadi iniziali sottoforma di noduli. La frequenza di 
lesioni nodulari tiroidee non manifeste clinicamente, rilevabili solo ecograficamente, è superiore al 
50% nelle donne di età superiore ai 60 anni; analogamente nelle casistiche autoptiche, l'incidenza 
di noduli tiroidei in ghiandole apparentemente normali raggiunge e talora supera il 50%. Nei paesi 
dove la carenza alimentare di iodio è stata corretta (come negli Stati Unit), noduli tiroidei 
clinicamente manifesti sono presenti nel 4-7% della popolazione generale e la loro frequenza è 
nettamente superiore nei paesi con carenza iodica (Mazzaferri et al. 1993). Non sempre la 
presenza dei noduli corrisponde ad una neoplasia poichè i noduli tiroidei sono l'espressione clinica 
di numerose patologie tiroidee; tumefazioni non tumorali che simulano un nodulo(psudo-noduli) 
sono frequenti in caso di iperplasia tiroidea con o senza alterazioni involutive, di tiroidite subacuta 
o di tiroidite cronica autoimmune (tiroidite di Hashimoto). In genere, noduli maligni costituiscono 
solamente il 5% della totalità dei noduli tiroidei (Pacini et Al., 2003). 
 I tumori della tiroide vengono primariamente distinti in due gruppi:  
 
 tumori epiteliali di derivazione parafollicolare e follicolare, di cui l'unica forma benigna è 
l'adenoma follicolare 
 tumori non epiteliali, di cui fanno parte sarcomi, linfomi. 
 
L'adenoma follicolare è una neoplasia benigna che mantiene la struttura follicolare, è 
normalmente solitario e possiede una capsula sottile e completa. Nonostante si tratti di una forma 
benigna, deve essere considerato come potenziale precursore di neoplasia maligna (Lloyd et Al. 
2004). 
 
I tumori epiteliali maligni ,detti carcinomi, di derivazione follicolare rappresentano il 95% delle 
neoplasie maligne della tiroide e vengono classificati in base al proprio grado di differenziazione 
come: 
 Ben differenziati. 
 poco differenziati (poorly differentiated carcinoma o PDC) 
 indifferenziati o anaplastici (anaplastic thyroid carcinoma o ATC) 
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I  carcinomi tiroidei ben differenziati si dividono in due sottocategorie: carcinomi papillari e 
follicolari. 
1.2.1 CARCINOMI PAPILLARI (papillar thyroid carcinoma, PTC) 
 
Risultano essere nettamente più frequenti dei follicolari, costituendo circa l'80% della totalita' dei 
tumori maligni della tiroide e negli ultimi anni  la loro incidenza e' significativamente aumentata 
(Hodgson et al, 2004). Tratti morfologici  particolarmente significativi ai fini di una diagnosi 
consistono in frammenti monostratificati di tessuto, strutture papillari, invaginazioni del citoplasma 
all'interno del nucleo (pseudonucleoli), corpi psammomatosi caratterizzati da depositi di calcio e 
cellule giganti plurinucleate. 
Varianti dei carcinomi papillari  
 
- "Classica" . Rappresenta circa il 70% dei carcinomi papillari. E' caratterizzata spesso da 
multifocalità, puo' presentarsi priva di capsula oppure parzialmente capsulata. La prognosi è 
generalmente buona, soprattutto se al momento della diagnosi non sono presenti metastasi, 
tuttavia una frazione dei casi colpiti da questa patologia hanno un andamento clinico peggiore, con 
invasione dei tessuti extratiroidei e metastasi linfonodali anche a distanza. 
 
- "Follicolare". Le varianti follicolari presentano caratteristiche nucleari tipiche del carcinoma 
papillare ma presentano un' architettura follicolare e sono costituiti esclusivamente da follicoli 
ripieni di colloide. Sono tumori grossolanamente capsulati; la variante capsulata è una lesione 
totalmente circondata da una capsula, simile a quella degli adenomi. 
 
- "Diffusa sclerosante". Si caratterizza per il totale coinvolgimento di uno o di entrambi i lobi con 
sclerosi massiva, numerosi corpi psammomatosi, focolai solidi, metaplasia squamosa e marcato 
inflitrato infiammatorio linfocitario.  
 
 - "A cellule alte (o cilindriche)". Si osservano strutture papillari rivestite da cellule contenenti 
abbondante citoplasma simil-oncocitario, di dimensioni doppie in altezza rispetto alle cellule 
neoplastiche della variante classica del carcinoma papillare, ma senza le caratteristiche nucleari 
tipiche (Pacini et Al., 2003). 
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Le caratteristiche istologiche dei PTC possono determinare, insieme ad altri fattori, l'andamento 
clinico della malattia, consentendo di fare una sommaria distinzione tra le varianti che hanno una 
prognosi migliore e quelle che invece hanno una prognosi più sfavorevole. 
 
Tra le lesioni a prognosi favorevole si possono evidenziare: 
 
1. Microcarcinoma papillare: la prognosi è eccellente (rientrano in questa plasse i PTC di 
dimensioni inferiori o uguali al centimetro di diametro) 
 
2. Variante follicolare: solitamente  multifocale, non è particolarmente aggressivo, ma c'è 
possibilità di metastasi a distanza. 
 
Tra le lesioni a comportamento biologico aggressivo si osservano: 
 
1. Variante diffusa sclerosante: insorge principalmente nei bambini e nei giovani adulti. Le 
metastasi linfonodali sopraggiungono precocemente, e sono frequenti le metastasi 
polmonari; la prognosi è più sfavorevole rispetto a quella del carcinoma papillare 
classico, tuttavia la risposta ai trattamenti è spesso buona. 
 
2. Variante a cellule alte o cilindriche: insorge nei pazienti in età più avanzata, invade i 
tessuti peri-tiroidei e si osserva  frequentemente invasione vascolare 
 
Questa suddivisione è puramente indicativa, in quanto all'interno di ciascuna categoria il 
comportamento della lesione non è mai definibile in maniera netta. Ci sono infatti altri elementi 
fondamentali che influenzano la prognosi: la presenza della capsula, le dimensioni della neoplasia, 
la uni o multifocalità, ma mono o bilateralità, l'angioinvasività, la necrosi, l'infiltrazione del 
parenchima adiacente, la presenza di metastasi linfonodali (Carcinoma differenziato della tiroide. 
Linee Guida SIE-AIMN-AIFM per il trattamento ed il follow-up, 2004). 
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1.2.2 CARCINOMI FOLLICOLARI  (Follicular Thyroid Carcinoma, FTC) 
 
Sono caratterizzati dalla presenza di follicoli di piccole dimensioni con sovrapposizione dei nuclei e 
scarsa o assente colloide, in associazione con atipie citologiche nucleari. La diagnosi differenziale 
tra neoplasia follicolare benigna o maligna si basa essenzialmente su caratteristiche architetturali 
quali l'invasione capsulare o vascolare, e non su criteri citomorfologici. Infatti un adenoma 
follicolare puo' dimostrare marcate atipie cellulari, pur senza avere caratteri architetturali di 
malignità, mentre una proliferazione follicolare maligna dal punto di vista architetturale puo' avere 
caratteristiche citologiche di ottima differenziazione. Pertanto, la distinzione tra neoplasia benigna 
o maligna deve essere rimandata all'esame istologico dopo asportazione chirurgica del nodulo. La 
diagnosi istologica finale di queste neoplasie è di adenoma follicolare nell'85% dei casi circa e di 
carcinoma follicolare nel restante 15% (Pacini et Al., 2003). 
Varianti dei carcinomi follicolari 
 
- A cellule chiare . Rari. Le loro caratteristiche morfologiche e cliniche sono identiche a quelle del 
carcinoma follicolare. Le cellule sono chiare a causa della presenza di vescicole citoplasmatiche o 
per l'accumulo intra-cellulare di grasso o di glicogeno. Questi tumori devono essere differenziati, 
mediamente immunistochimica per la tireoglobulina, dalle metastasi intratiroidee di un carcinoma 
renale o di un carcinoma delle paratiroidi. 
 
- A cellule ossifile (o a cellule di Hűrtle). Sono formati da cellule di origine follicolare caratterizzate 
da grandi dimensioni, citoplasma abbondante, granulare e eosinofilo, da grandi nuclei con nucleolo 
prominente. L'aspetto granulare del citoplasma è legato all'abbondanza di mitocondri. La diagnosi 
di malignità si basa sulla evidenziazione di invasione vascolare o capsulare. I carcinomi a cellule 
ossifile si presentano macroscopicamente come noduli tiroidei solitari, parzialmente o totalmente 
capsulati. Tendono ad invadere i tessuti limitrofi, e le recifive loco-regionali sono frequenti. In 
alcune casistiche, la prognosi è meno favorevole di quella degli altri carcinomi follicolari. 
 
- Carcinomi insulari. Sono rari. Si tratta di carcinomi follicolari poco differenziati e altamente 
invasivi. Hanno aspetto compatto, ma si puo' spesso osservare una differenziazione in follicoli 
piccoli con scarsa colloide. Le cellule sono tutte uguali. Sono più dense più piccole di quelle degli 
altri carcinomi follicolari. Nell'insieme ricordano i carcinoidi, Le metastasi sono frequenti, sia 
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linfonodali che a distanza. La prognosi è sfavorevole. 
  
1.3 ITER DIAGNOSTICO 
 
La storia di una precedente irradiazione esterna sulla regione della testa e del collo durante 
l'infanzia finora è l'unico elemento eziologico accertato che predispone allo sviluppo di un 
carcinoma tiroideo papillare. Tutti i noduli comparsi inun soggetto irradiato in precedenza devono 
essere considerati considerati sospetti di malignità. Lo scopo del percorso diagnostico è quello di 
selezionare quei noduli tiroidei che devono essere operati e di differenziare, tra le lesioni benigne 
non operate, gli adenomi (funzionanti e non), le cisti tiroidee e i noduli associati ad altre patologie 
tiroidee. In questo modo per ogni nodulo puo' essere programmato il tipo di trattamento più 
appropriato. Inoltre, anche in caso di lesione benigna, è importante accertare la presenza di 
compressione rilevante e sintomatica sulla trachea o sull'esofago o una paralisi ricorrenziale, che di 
per sè, costituiscono indicazione al trattamento chirurgico. La grande varietà delle forme 
patologiche in cui si presentano i PTC rende molto complicato e differenziato l'approccio 
diagnostico e terapeutico. Inoltre, nonostante questa patologia presenti intrinsecamente un 
bassissimo livello di mortalità, essa richiede un follow-up duraturo, per cui, al fine di migliorare la 
qualità della vita dei pazienti, è necessario pianificare delle procedure che siano meno invasive e 
più mirate possibili. Il primo dell’iter diagnostico step consiste in una palpazione del nodulo da 
parte di un medico specializzato. Successivamente sono previste analisi del sangue ed una serie di 
metodiche per valutare anomalie che potrebbero essere legate all'insorgenza del nodulo. 
L'ecografia puo' essere utile a stabilire l'esatta localizzazione e le caratteristiche macroscopiche e 
dimensionali del nodulo (ciò contribuisce ad individuare masse impercettibili alla palpazione). 
Questa tecnica puo' dare una prima indicazione sulla malignità della tumefazione (nel caso in cui 
siano presenti bordi irregolari, ipervascolarizzazione intranodulare e così via), ma non fornisce 
risultati affidabili. Una volta accertata la presenza del nodulo si passa alla procedura dell'ago 
aspirato o FNAC (Fine Needle Aspiration Cytology). Questa procedura consiste in un prelievo di 
tessuto tiroideo effettuato da un medico specializzato tramite una siringa: il campione tiroideo 
estratto verrà poi analizzato tramite un'analisi citologica che cercherà di valutare ,in base alla 
morfologia delle cellule che si presentano nel campione, la presenza di un nodulo benigno o 
maligno. Esistono cinque categorie diagnostiche omogenee per  rischio di malignita' ed opzione 
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terapeutica legate all'analisi del campione citologico. Le categorie sono denominate dalla sigla 
"TIR" (classificazione SIAPEC, Società Italiana Anatomia Patologica e Citologia  Diagnostica) :  
 
"TIR 1" : campione non diagnostico. Il campione non ha le caratteristiche necessarie per poter 
essere utile ad una diagnosi. Tra le varie cause di ciò in genere si parla di un numero troppo esiguo 
di cellule. 
 
"TIR 2"  : benigno . La morfologia delle cellule corrisponde alle caratteristiche di un tumore 
benigno (ad es. adenoma follicolare)         
 
"TIR 3" : "indeterminato".  E' impossibile determinare la tipologia di tumore dalle caratteristiche 
morfologiche: puo' essere richiesto un altro ago aspirato per ripetere la valutazione del campione 
citologico oppure si possono impiegare delle  metodiche di diagnostica molecolare al fine di 
valutare la presenza di forme maligne o benigne del tumore. Il rischio di malignità è del 15%-30%.  
 
"TIR 4" : "sospetto maligno" . Comprende lesioni con caratteri citologici che suggeriscono ma non 
mostrano in modo decisivo caratteri di malignità. Comprende inoltre campioni con caratteri 
fortemente indiziari di malignità ma con cellularità insufficiente. L’indicazione è chirurgica, 
preceduta dalla ripetizione della FNAC solo se occorre ulteriore materiale per una più adeguata 
definizione diagnostica (quale l’immunocitochimica o la citometria a flusso). L’esame 
estemporaneo intraoperatorio è raccomandato. Il rischio di malignità si aggira intorno al 50% - 70% 
 
"TIR 5" : "maligno" . Le caratteristiche morfologiche delle cellule corrispondono esattamente a 
quelle descritte per le forme maligne. Comprende  carcinoma papillare, carcinoma 
midollare, carcinoma anaplastico, linfomi e metastasi. È raccomandata l’exeresi chirurgica per i 
carcinomi differenziati, pianificata sulla base dei dati clinici e strumentali. Il carcinoma anaplastico, 
il linfoma e le lesioni metastatiche necessitano di un ulteriore inquadramento prima della 
eventuale opzione chirurgica. 
 
L' esame citologico riesce a dare una diagnosi corretta in circa il 90% dei casi e  dall'esito 
dell'esame il medico puo' decidere di effettuare o meno una tiroidectomia (totale o parziale) sul 
paziente. L'esame citologico costituisce dunque un eccellente metodo per definire la natura dei 
noduli della tiroide e l'accuratezza della diagnosi consente di scegliere la terapia medica più 
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adeguata o di programmare il tipo di intervento chirurgico più opportuno. L'uso sistematico della 
FNAC riduce del 35-75% il numero dei pazienti operati per nodulo tiroideo e aumenta di 2-3 volte il 
numero dei tumori maligni  fra i noduli operati.  In genere, nella FNAC la maggioranza dei casi 
risultano TIR2 (60%) seguiti dai  TIR3 (30%) e TIR 4-5(10%). Come per altri settori della diagnostica, 
anche per la FNAC la presenza di falsi positivi e di falsi negativi ne rappresenta i limiti: una errata 
diagnosi di cancro puo' determinare un intervento radicale non necessario, mentre tumori maligni 
possono sfuggire alla identificazione.   
 
 
1.3.1 LA DIAGNOSI INDETERMINATA (TIR 3) 
  
I TIR 3 rappresentano meno del 30 % degli agospirati, con un rischio malignità approssimativo del 
5-30%.  E’ rappresentata, per la maggior parte, da lesioni follicolari. Questa categoria comprende 
noduli iperplastici benigni, adenomi follicolari, carcinomi papillari varietà follicolare e carcinomi 
follicolari. Una minoranza di casi è rappresentata da altri pattern che, pur non presentando in tutto 
e per tutto le caratteristiche da proliferazione follicolare, sono inseriti nel gruppo TIR3 causa del 
loro rischio analogo di malignità: 
 
 a) pattern cellulare a microfollicoli o a cellule di Hürtle in un contesto di scarsa colloide, con 
caratteristiche degenerative/regressive; 
 
 b) campioni parzialmente inadeguati con lievi alterazioni citologiche probabilmente di natura 
benigna ma in cui un sospetto di malignità non può essere escluso con certezza; 
 
 c)  alterazioni citologiche troppo lievi per essere inclusi nel TIR 4, ma che non soddisfano  
completamente i criteri per il TIR 2. 
  
A causa del rischio variabile di malignità nell’intera categoria TIR 3, questa è ulteriormente 
suddivisa in due gruppi:  
 
 TIR 3A (lesione follicolare a basso rischio). Gruppo eterogeneo, con un basso rischio atteso 
di malignità (circa il 5-15%) che comprende i pattern citologici a), b) e parte dei c);  
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 TIR 3B (proliferazione follicolare o sospetta neoplasia follicolare). categoria con elevato 
rischio atteso di malignità (circa 20-30%) che comprende prevalentemente il pattern 
follicolare ed alcuni campioni sospetti con pattern citologico c). L’atteggiamento in questi 
casi dipende dalla clinica, dalle caratteristiche ecografiche e dimensionali del nodulo, 
dall’età e dalla storia del paziente etc. 
 
Le due subcategorie presentano un diverso iter: 
 
 Per il TIR 3A: ripetizione dell’agoaspirato entro sei mesi e rivalutazione anche in base alla 
clinica ed all’imaging. Possono essere utili i marcatori immunochimici e molecolari.  
 
 Per il TIR 3B: intervento chirurgico. Una stretta sorveglianza clinica ed ecografica deve 
essere riservata solo in casi selezionati. Anche in questo caso possono essere utili i 
marcatori. 
 
Dai dati istologici ottenuti dai TIR 3 abbiamo che circa il 60% delle neoplasie totali riscontrate e' 
rappresentato da adenomi follicolari, mentre il 30 % da varianti follicolari dei PTC (dati SIAPEC). La 
diagnosi falsamente negativa è uno dei problemi principali in medicina e nella patologia tiroidea 
l'errore riguarda essenzialmente la varianti follicolari dei PTC non distinguibile, per caratteristiche 
strutturali e biologiche, dall'adenoma follicolare: l'esame citologico non riesce a cogliere caratteri 
morfologici indicativi di neoplasia maligna e, per sua natura, non puo' dare informazioni circa la 
capacità di infiltrare del tumore, dimostrabile solo mediante lo studio di sezioni istologiche. In 
molti di questi casi si ricorre ad una diagnosi piuttosto generica di "neoplasia follicolare o di nodulo 
microfollicolare da controllare con l'istologia". L'entità del problema, fortunatamente, non è tale da 
inficiare la validità dell'approccio citologico nella valutazione della patologia nodulare della tiroide. 
(Proietti et al. 2014). La stretta collaborazione fra chi esegue il prelievo ed il citopatologo e la loro 
esperienza rappresentano i principali elementi di successo di questa metodologia diagnostica. Una 
volta accertata la malignità dei noduli tiroidei, la procedura standard è quella della tiroidectomia 
totale. Questa operazione riduce il rischio di recidive locali e facilita i trattamenti post-operatori, 
come la terapia con radioiodio, tuttavia presenta dei rischi legati all'intervento chirurgico e dei 
disagi legati alla successiva qualità della vita del paziente. La diagnosi pre-operatoria è importante 
per stabilire l'effettiva necessità dell'intervento; ad esempio, i casi con esame citologico dall'esito 
15 
 
dubbio possono essere sottoposti ad un'emitiroidectomia, ma una diagnosi post-operatoria di 
malignità dovuta al successivo follow-up del paziente puo' portare ad una seconda fase chirurgica 
di completamento della tiroidectomia (Udelsmann et Al.,1999). Esiste quindi un chiaro bisogno 
dello sviluppo di saggi molecolari che riducano la frazione di diagnosi incerte. 
 
1.4 BASI MOLECOLARI 
 
Per i tumori epiteliali della tiroide a derivazione follicolare è stato descritto un modello di 
carcinogenesi multistep. Il modello classico della progressione neoplastica tiroidea propone un 
processo di progressiva sdifferenziazione che interessa inizialmente una cellula follicolare normale 
e progredisce verso forme via via meno differenziate, fino ad arrivare alla perdita completa di 
differenziazione tipica delle cellule dei carcinomi anaplastici. Questo processo multistep è 
caratterizzato dall'accumulo di variazioni genetiche (figura 1): 
 
 mutazioni inizianti : sono presenti nei carcinomi ben differenziati e che quindi 
rappresentano un "evento iniziale" nella tumorigenesi, inducendo allo sviluppo del 
carcinoma ben differenziato e predisponendo a successivi addizionali eventi molecolari; 
 
 mutazioni tardive : guidano direttamente il processo di indifferenziazione. Il coinvolgimento 
di diversi geni nelle differenti forme di carcinoma tiroideo e la loro distribuzione di 
frequenza mutazionale rispecchiano l'eterogeneità istogenetica delle neoplasie tiroidee. 
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Figura 1. Tumorigenesi nelle cellule follicolari secondo i modelli proposti dai dati forniti da studi di analisi mutazionale. 
 
La normale proliferazione delle cellule follicolari tiroidee è regolata da fattori di crescita 
extracellulari che mediante recettori di membrana mediano una trasduzione del segnale a livello 
intracellulare. Il principale fattore che controlla la proliferazione cellulare a livello della tiroide è 
l'ormone tireotropo (TSH), prodotto dall'ipofisi. La crescita tumorale scaturisce da uno 
sbilanciamento di questi meccanismi di regolazione, che puo' derivare sia da un'aumentata 
segnalazione stimolatoria, sia da una diminuita segnalazione inibitoria. Questi circuiti molecolari si 
avvalgono dell'azione coordinata del recettore di membrana, di secondi messaggeri e di proteine 
chinasi che portano all'attivazione di fattori di trascrizione e alla modulazione dell'espressione 
genica. La tumorigenesi, pertanto, puo' essere sostenuta da alterazioni che interessano i fattori dei 
diversi livelli della via di trasduzione del segnale. A tale proposito sono state descritte numerose 
anomalie genetiche (in particolare mutazioni e riarrangiamenti), a livello di diversi geni , come 
BRAF, RAS, p53,RET e geni codificanti per il recettore del TSH (Seger et al, 1995) Gran parte di 
queste anomalie è stata associata ad un preciso tipo istologico del tumore, assumendo così la 
qualità di marker di una specifica forma patologica. Vi sono quindi una serie di geni che 
prenderemo in esame, geni correlati all'insorgenza di questi carcinomi  e coinvolti nel fenomeno 
della cascata del segnale gestita dalle MAP- chinasi. 
 
1.4.1 LA CASCATA DELLE MAP-CHINASI 
 
La cascata MAP-CHINASI è una via di trasduzione del segnale che porta all'attivazione di fattori di 
trascrizione e alla modulazione dell'espressione genica. E' costituita da serina/tronina chinasi-
specifiche che rispondono a stimoli extracellulari. In seguito all'attivazione del recettore tirosin-
chinasico, viene attivata RAS, la quale a sua volta attiva RAF; quest'ultima rappresenta la prima di 
una sequenza di chinasi serina/treonina, ognuna delle quali fosforila e attiva la chinasi successiva. 
L'attivazione di questo pathway risulta dunque nella fosforilazione delle MAP-chinasi che regolano 
l'attività di substrati, come fattori di trascrizione (Nikiforov et. Al 2011). 
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figura 2. Schematizzazione del processo di trasduzione del segnale   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Schematizzazione del processo di trasduzione del segnale delle MAP-Chinasi.  
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1.4.2 ANALISI MUTAZIONALE : DIAGNOSTICA MOLECOLARE 
1.4.2.1 Il gene BRAF 
 
Il gene BRAF codifica per una proteina segnale ad attività serin/treonina chinasica la quale, insieme 
ai geni ARAG e RAF1, risulta coinvolta nel pathway del segnale RAS/RAF/MES/ERK/MAPK che 
rilascia segnali dalla membrana cellulare fino al al nucleo, regolando l'espressione di geni coinvolti 
in fenomeni di crescita, differenziazione e morte cellulare.  BRAF è attivata dalla proteina RAS che 
esercita un'importante funzione di effettore della cascata di trasduzione del segnale MAP-chinasi. 
BRAF rappresenta  una delle tre isoforme codificate dal gene RAF che mappa sul cromosoma 7 in 
posizione 7q34 e deriva da un complesso fenomeno di splicing alternativo da cui si originano 
molecole diverse di mRNA, la cui traduzione produrrà A-RAF, BRAF e C-RAF(RAF1) (Lewis et Al., 
1998). Le proteine hanno una diversa distribuzione di espressione; se C-RAF è ubiquitaria le 
isoforme A e B sono tessuto specifiche. La proteina A-RAF è espressa nel tessuto uro-genitale, 
mentre B-RAF è tipica dei tessuti di origine neurale (Daum et Al.,1994). Esiste un elevato grado di 
conservazione delle tre isoforme, soprattutto per quanto riguarda i domini proteici principali: CR-1, 
che corrisponde al sito di legame per RAS; CR-2, che presenta una serie di siti di fosforilazione; 
CR-3 che presenta dominio chinasico. Nonostante l'elevata similitudine tra le tre proteine, sembra 
esserci una differenza nei siti di fosforilazione necessari per la completa attivazione di ciascuna 
isoforma e soprattutto nella loro capacità di attivare l'effettore a valle, MEK(ERK chinasi) (Daum et 
al.,1994). Il gene BRAF è interessato da mutazioni somatiche missenso a carico degli esoni 11 e 15, 
ristrette alla regione codificante il dominio ad attività chinasica. La mutazione più frequente e' la 
V600E, che consiste nella trasversione di una timina con una adenina a livello del nucleotide 1796 
(GTG →GAG). La trasversione genera a livello del residuo aminoacidico 600  la sostituzione di una 
valina con un glutammato e la presenza di acido glutammico con le sue catene laterali cariche 
negativamente mima la fosforilazione e quindi genera un'attivazione continua della proteina. In 
questo modo la mutazione V600E provoca l'attivazione di BRAF con un'attività chinasica basale 
molto alta(anche 600 volte più elevata) ed elimina l'interazione idrofobica tra l'ansa di attivazione e 
il sito di legame per l'ATP che normalmente mantiene la chinasi chiusa e dunque inattiva . Molto 
più raramente si trova la mutazione K601E che consiste in una trasversione A1801G, AAA→GAA 
che causa una sostituzione di una lisina con un acido glutammico in posizione 601. Anche in questo 
caso la mutazione conferirà alla proteina un'attivazione costitutiva. Le mutazioni dell'esone 11 
sono state riscontrate con bassa percentuale nei tumori umani. 
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Ruolo di BRAF nei tumori della tiroide 
 
La mutazione puntiforme piu' frequente e' la trasversione nell'esone 15T1796A(V600E), che nei 
PTC si presenta con una frequenza pari al 45% (Cohen et al., 2003; Lupi et. al.,2007). Mutazioni di 
questo gene non sono mai state riscontrate nelle forme tumorali benigne e nelle altre forme di 
carcinoma ben differenziato. Pertanto viene attribuita alla mutazione BRAF V600E il ruolo  di 
marcatore molecolare per la diagnosi dei carcinomi papillari (Fallahi et al., 2014). Da indagini 
mutazionali recenti sul gene BRAF e' emerso un suo coinvolgimento anche nei carcinomi 
anaplastici con una frequenza del 25% (Quiros et Al., 2005) e nei carcinomi poco differenziati con 
una frequenza del 15% (Nikiforova et al., 2003). Si tratta pero' di forme tumorali piu' aggressive che 
derivano dalla progressiva sdifferenziazione dei carcinomi papillari; infatti e' possibile ritrovare la 
mutazione solo in alcune aree che mantengono un certo grado di differenziazione (rimanenza del 
carcinoma papillare) in un massa tumorale indifferenziata o poco differenziata. Se la mutazione 
V600E ha mostrato una certa associazione con la variante classica e a cellule alte dei carcinomi 
papillari, la mutazione K601E (A1801G, AAA →GAA) e' stata ritrovata solo nella variante follicolare 
dei carcinomomi papillari, associata in circa il 10% dei FVPTC (Fallahi et al., 2014). Le mutazioni 
dell'esone 11 sono state riscontrate sporadicamente. L'attivazione del proto-oncogene BRAF è 
associata anche ad altre tipologie di tumori:  melanomi maligni(80%), tumori dell'ovario(14%), 
tumori colon rettali (11%) (Vogelstein et Al., 1988; Caduff et Al.,1999), carcinomi polmonari(1-3%) 
(Davies et Al., 2002).   
 
1.4.2.2 Il gene RET 
 
La via di trasduzione del segnale permette che un segnale extracellulare possa evocare una 
determinata risposta cellulare. Il segnale extracellulare puo' essere rappresentato da fattori di 
crescita di varia natura che vengono riconosciuti da recettori con cui si crea una stretta 
associazione. Il legame recettore-ligando determina un cambiamento conformazionale che 
attraverso un processo di dimerizzazione di due recettori innesca l'autofosforilazione dei residui di 
tirosina nelle proteine bersaglio e l'attivazione a valle delle MAP chinasi e del fosfatidilinositolo 3-
chinasi. L'attivazione costitutiva del recettore provoca a sua volta l'attivazione costitutiva delle vie 
di trasduzione e dei fattori di trascrizione a valle, eventi questi che possono rappresentare un 
evento iniziante la tumorigenesi. Il recettore tirosin-chinasico (TRK) è costituito da un dominio 
extracellulare che possiede un sito di legame per il ligando specifico, un dominio transmembrana 
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idrofobico e un dominio citoplasmatico che possiede un sito di attacco per l'adenosintrifosfato 
(ATP) ed uno con cui riconosce specifiche sequenze delle proteine bersaglio. Nei carcinomi papillari 
vengono riscontrati riarrangiamenti a carico del proto-oncogene RET, che codifica per un recettore 
di membrana ad attività tirosin-chinasica. Il gene RET mediamente non viene espresso nelle cellule 
follicolari a meno che non subisca un riarrangiamento a livello cromosomico che ne permetta la 
trascrizione e l'espressione. In particolare questo riarrangiamento, detto RET-PTC è stato ritrovato 
esclusivamente nei carcinomi papillari  in varie casistiche con frequenze che vanno dal 2 % al 59% ; 
questa oscillazione dei dati è dipesa da fattori come esposizione a radiazioni, differenze etniche, 
differenze metodologiche (Pinchera, tumori della tiroide, MEDISERVE, 2013).  Esistono diverse 
forme attivate del proto-oncogene RET, tutte risultanti da riarrangiamenti genici che portano alla 
fusione del dominio tirosin-chinasico del genere RET con il dominio 5' di diversi geni costitutivi. Il 
dominio 5' agisce da promotore assicurando l'espressione permanente del gene RET. La proteina 
chimerica risultante dalla fusione si localizza nel citoplasma e non nella membrana plasmatica. Il 
proto-oncogene RET codifica per un recettore di membrana con attività tirosin-chinasica composto 
da un dominio extracellulare, un dominio transmembrana ed uno intracellulare con attività 
chinasica (Pinchera, tumori della tiroide, MEDISERVE 2003). 
  
Tre principali forme di riarrangiamenti RET\PTC  sono state descritte fino ad oggi nei carcinomi 
papillari della tiroide: 
 
RET/PTC 1, risultato di un riarrangiamento intracromosomico nel cromosoma 10 con fusione del 
dominio tirosin-chinasico di RET nel cromosoma 10 con un gene codificante la subunità regolatoria 
R1alfa della protein-chinasi A, localizzato nel cromosoma 10 
 
RET/PTC 2, risultato di un riarrangiamento intercromosomico, con fusione del dominio tirosino-
chinasico di RET nel cromosoma 10 con un gene codificante la subunità regolatoria R1alfa della 
protein-chinasi A, localizzato nel cromosoma 17 
 
RET/PTC 3, risultato di un riarrangiamento intracromosomico nel cromosoma 10, con fusione del 
dominio tirosino-chinasico di RET con un gene chiamato ELE1, a funzione ancora ignora. 
 
In RET/PTC1, RET/PTC2, RET/PTC3 i punti di rottura di RET sono localizzati nella stessa regione 
intronica (introne 11). (Pinchera, i tumori della tiroide,MEDISERVE, 2003).   
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RET/PTC1 E RET/PTC3  compaiono piu' frequentemente ( 90% dei casi). Ci sono alcune evidenze 
cliniche sul fatto che differenti riarrangiamenti RET/PTC possano essere associati a diversi tipi di 
comportamento tumorale nei carcinomi papillari. I RET\PTC1 tendono ad essere associati a tumori 
tiroidei con la tipica crescita dei papillari classici e dei microcarcinomi, lesioni che mediamente 
tendono ad avere una buona prognosi. I RET/PTC3 invece risultano essere associati a varianti solide 
del carcinoma papillare; la variante solida risulta rara ,non ancora del tutto caratterizzata e d ha un 
comportamento piu' aggressivo rispetto alle categorie elencate precedentemente. (Nikiforov et Al., 
2001). 
 
1.4.2.3 Il gene RAS 
 
I geni RAS codificano per delle proteine G collocate nella superficie interna della membrana 
plasmatica e svolgono un ruolo centrale nella trasduzione intracellulare di segnali provenienti dai 
recettori di membrana ad attività tirosin-chinasica. In particolare codificano per proteine essenziali 
nei processi di segnalazione delle chinasi che controllano la trascrizione dei geni che regolano la 
crescita e la differenziazione cellulare(Campbell e coll., 1998). I geni codificanti le diverse proteine 
RAS sono dislocati in più punti del genoma e sono H-,K- e N-RAS ,i quali mappano rispettivamente 
in posizione 11p15.5, 12p12.1 e 1p13 (Bos e coll.,1998). Le proteine RAS sono delle piccole 
proteine G dette anche p21 che oscillano ciclicamente tra una forma attiva legata al GTP e una 
forma inattiva legata al GDP; il segnale del primo recettore porta il GTP a legare RAS attraverso un 
fattore di scambio di nucleotidi guanilici Sos, che penetra nella tasca che lega il nucleotide e la 
apre, permettendo al GDP di uscire e al GTP di prenderne posto. GTP-RAS trasmette il segnale 
all'interno della cellula, contribuendo all'attivazione di specifiche serina-treonina proteine 
chinasi(es. RAF) che fosforilano selettivamente bersagli (attivazione via MAP-chinasi e via 
P13K/AKT) e che promuovono la crescita cellulare. RAS possiede un'attività GTPasica intrinseca: 
GTP-RAS è convertito nella forma inattiva GDP-RAS. Questa attività, necessaria per terminare il 
segnale e ricondurre il segnale allo stato inattivo, è piutosto lenta se non fosse accelerata e 
sostenuta da proteine che attivano la GTPasi(GAP proteine attivatrici). I fattori di scambio di 
nucleotidi guanilici e le proteine che attivano la GTPasi permettono al ciclo delle proteine G di 
procedere a velocità appropriata a una trasduzione del segnale. Nei tumori della tiroide sono state 
ritrovate  mutazioni dei tre geni RAS (H-, K- e N-ras) con una frequenza simile, pari a 11-15% circa. I 
più importanti hot-spots per l'attivazione dei geni RAS sono localizzati in prossimità del sito di 
legame per il GTP e nel sito catalitico (Santos e coll.,1989). Le mutazioni più presenti interessano 
22 
 
quindi i codoni 12,13 e 61; mutazioni puntiformi a carico dei primi due codoni provocano un 
aumento dell'affinità per il GTP, le mutazioni del codone 61 provocano invece un'attivazione della 
funzione GTPasica. Entrambi i tipi di mutazioni determinano un'attivazione costitutiva della 
proteina RAS (RAS bloccate nella conformazione attiva) che continua a stimolare la crescita e la 
differenziazione cellulare (McCormick, 1995). 
 
Ruolo dei geni RAS nei tumori tiroidei 
 
Si riscontrano mutazioni attivanti del gene RAS  in circa il 50% dei carcinomi  follicolari, mentre per 
gli adenomi follicolari e' stata vista una frequenza piu' bassa, pari al 20-30 %. Inoltre si ritrovano 
mutazioni di RAS anche nei  carcinomi papillari (10-15%); queste mutazioni sono legate unicamente 
allo sviluppo di varianti follicolari dei PTC (Namba et Al., 1990; Ezzat et Al.,1996). Inoltre sono state 
ritrovate anche con una frequenza del 50% anche nei carcinomi anaplastici e  poco differenziati. Si  
attribuisce dunque a RAS un ruolo di indicatore di malignità nei tumori tiroidei (Handkiewicz-Junak 
et Al., 2010; Nikiforova et Al, 2008). 
 
1.4.2.4 Il riarrangiamento PAX8-PPARγ 
 
Deriva da una traslocazione che porta alla fusione del gene PAX8 (che codifica un dominio 
trascrizionale accoppiato) col gene PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor o recettore 
del glitazone, un gene che regola il deposito degli acidi grassi e il metabolismo del glucosio) (Kroll 
et. Al.,2000). PAX8-PPARγ ricorre in circa 35% dei carcinomi follicolari con una bassa frequenza nei 
carcinomi a cellule di Hurtle (Dwight et Al.,2003). I Tumori che si sviluppano da questo 
riarrangiamento compaiono in età giovanile, hanno piccole dimensioni e spesso tendono ad avere 
un comportamento invasivo a livello vascolare. Dal riarrangiamento risulta un’iperespressione della 
proteina di  PPARγ che puo’ essere rilevata tramite tecniche immunoistochimiche (Kroll et Al.,2000 
; Nikiforova et Al.,2002). Il meccanismo di trasformazione cellulare indotto da  PAX8-PPARγ non è 
stato ancora chiarito: alcuni studi hanno presentato l’ipotesi di un’inibizione dell’attività di PPARγ 
dovuta all’azione del prodotto del riarrangiamento PAX8-PPARγ (Kroll et Al.,2000; Powell et 
Al.,2004). Altri possibili meccanismi includono la deregolazione della funzione di PAX8 (conosciuto 
come un gene coinvolto nei meccanismi di differenziazione delle cellule tiroidee) con una 
conseguente  attivazione di una  serie di geni non sia legati ai pathways sia di PAX8 che di PPARγ 
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wild type (Giordano et Al.,2006). Il riarrangiamento PAX8-PPARγ raramente risulta essere 
accoppiato a mutazioni puntiformi di RAS e ciò suggerisce che i carcinomi follicolari si sviluppano in 
almeno due modalità differenti, favorite sia fenomeni inizianti dovuti al  riarrangiamento di PAX8-
PPARγ che da mutazioni puntiformi di RAS (Nikiforova et Al., 2003).  
 
1.4.2.5 Il gene P53 
 
I geni oncosoppressori codificano per proteine che regolano in senso inibitorio la divisione 
cellulare. Quando perdono la propria funzione, questi geni assumono la caratteristica di oncogeni. 
Mutazioni del gene p53 sono state descritte nei carcinomi anaplastici della tiroide, e non in quelli 
ben differenziati; questo suggerisce che l'inattivazione di p53 potrebbe rappresentare un evento 
scatenante nella progressione dei carcinomi da differenziati a indifferenziati.(Fagin et Al, 1993). 
 
1.4.2.6 ANALISI MUTAZIONALE  :  APPLICABILITA'  NELLA DIAGNOSTICA 
 
Come accennato in precedenza, in generale l'approccio terapeutico verso la presenza di un nodulo 
tiroideo deve essere abbastanza cauto, limitando gli interventi terapeutici più invasivi ed aggressivi 
a quei casi in cui la diagnosi giustifichi ampiamente tale strategia. E' quindi indispensabile che la 
diagnosi pre- e post-operatoria di un nodulo sia accurata e affidabile. L'individuazione di marcatori 
molecolari specifici, affiancata ai consueti metodi di indagine clinica, quali l'anamnesi, gli esami 
obiettivi e le indagini strumentali e di laboratorio, puo' essere di grande aiuto, e in alcuni rari casi 
indispensabile, al raggiungimento di un esaustivo e completo quadro diagnostico della lesione. 
Le alterazioni molecolari precedentemente descritte possono assumere la funzione di marcatori 
diagnostici, predittivi e progrostici (Kondo et Al., 2006). L'applicazione clinica principale di questi 
studi molecolari è quella di ricercare mutazioni a livello degli acidi nucleici estratti a partire da 
materiale prelevato mediante agoaspirazione. In particolare, le mutazioni a carico di BRAF sono 
alterazioni ritrovate esclusivamente nei PTC, per cui si prestano molto bene a questo compito: 
come dimostrato da diversi studi, la presenza di BRAF mutato puo' funzionare da marcatore 
diagnostico,  in quanto puo' essere utile nella diagnosi pre-operatoria di PTC in campioni con 
citologia dubbia (Salvatore et Al., 2004; Nikiforov et Al., 2009; Pizzolanti et Al., 2007; Huang et Al., 
2009). L'analisi dello stato mutazionale di BRAF è inoltre semplice e poco costosa, se si considera 
che il gene presenta nella stragrande maggioranza dei casi la medesima mutazione (V600E). Anche 
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il riarrangiamento RET/PTC puo' avere la funzione di supportare la diagnosi in campioni 
indeterminati all'esame citologico. L'esame è leggermente più complesso rispetto alla ricerca di 
BRAF(V600E), in quanto richiede l'estrazione dell'RNA e la ricerca di almeno due varianti del 
riarrangiamento, quelle più frequenti ,PTC1 e PTC3 (De Groot et Al., 2006; Santoro et Al., 1996) . Va 
inoltre precisato che tale riarrangiamento è sicuramente un marcatore meno specifico, in quanto si 
ritrova abbastanza frequentemente anche in patologie tiroidee benigne, ma puo' comunque essere 
utile ad una più completa definizione della diagnosi pre-operatoria di un nodulo. L'associazione del 
riarrangiamento RET/PTC con le caratteristiche cliniche della malattia risulta comunque molto 
controversa, in quanto sono stati ottenuti risultati contrastanti. Sebbene utili, questi markers 
hanno una sensibilità limitata ed in genere falliscono nella diagnosi in più del 33% dei tumori 
benigni (Nikiforov, Ohori et Al, 2011). Questa percentuale risulta troppo alta per agevolare il 
medico sulla scelta della terarpia chirurgica. Dunque, questi marcatori molecolari non hanno quel 
potere diagnostico necessario che potrebbe  permettere di evitare la chirurgia nella maggior parte 
dei pazienti con noduli indeterminati. Alla luce di queste considerazioni, sappiamo che i markers 
presi in considerazione risultano avere un'alta specificita' ma una limitata sensibilita', caratteristica 
che impedisce di effettuare un'accurata distinzione tra un nodulo maligno e un benigno. Una bassa 
sensibilita' non permetterebbe di affermare con certezza che un benigno sia tale, dunque l'analisi 
mutazionale da sola non puo' sempre fornire dati esaustivi per la diagnostica. 
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1.4.3 ANALISI D’ESPRESSIONE : DIAGNOSTICA MOLECOLARE 
 
 
Figura 3. Tumorigenesi nei carcinomi tiroidei dal punto di vista dell’analisi d’espressione. Per quanto riguarda i 
carcinomi papillari e follicolari sono stati individuati una serie di geni –ipo o –iperespressi dovuti all’insorgenza dei 
carcinomi.  
 
Alla base dello sviluppo dei PTC ci sono anche delle alterazioni dell'espressione genica (Figura 3), 
sia in termini di ipo- o -iperespressione, che in termini espressione/non espressione. Sono stati 
effettuati vari studi che hanno valutato sia l'espressione di singoli  geni che di gruppi di geni, in 
maniera tale da ricavare piu' informazioni possibili sulle caratteristiche d'espressione proprie di 
certi scenari patologici. La valutazione complessiva di una somma di 'singole informazioni' 
appartenenti ad un pattern di espressione di un gruppo di geni coinvolti in una determinata 
patologia  potrebbe aumentare il potere diagnostico dei test molecolari in termini di sensibilita' e 
specificita'. Di seguito verranno riportati una serie di geni che verranno ripresi in esame in seguito 
in questo studio. 
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NIS 
(Sodium/iodide symporter). Il cotrasportatore sodio/iuduro è una glicoproteina transmembranale 
che trasporta 2 cationi sodio (Na+) insieme ad un anione iuduro (I-) nella cellula (Dohan et Al,. 
2003). NIS media l’uptake di iodio nelle cellule follicolari della tiroide, il primo step per la sintesi 
degli ormoni tiroidei. E’ stata notata  una ridotta o quasi assente espressione di NIS nei carcinomi 
differenziati tiroidei (Galrao et Al.,2014). 
 
1.4.4 PANNELLO DI GENI IMPIEGATO  
LGALS3  
(Galectin-3). La Galectina 3 è un membro della famiglia delle lectine che legano β-galattosidi 
(appartenenti a glicoproteine) e si ritrova sia  nei compartimenti citoplasmatici che in quelli 
nucleari. Questo marker è stato ritenuto responsabile della regolazione dei processi di 
proliferazione cellulare e apoptotici, così come della trasformazione e della metastasi nelle cellule 
tumorali (Chiu et Al. 2010). Il gene è stato trovato espresso significativamente nei compartimenti 
nucleari di cellule di carcinoma papillare in rapida proliferazione. In particolare, si è notato che 
GAL-3 nel nucleo aumenta l’azione trascrizionale del fattore di trascrizione 1 specifico per la 
tiroide, contribuendo allo stato altamente proliferativo di queste cellule (Paron et Al.,2003). In 
aggiunta è stato notato che la riduzione di espressione di GAL-3 tramite silenzialmento da parte di 
siRNA induce apoptosi in linee cellulari di carcinoma papillare umano (Lin et Al.,2009). Analoghi del 
disaccaride metil-β-lacosammide  sono stati sviluppati e valutati per la loro capacità di bloccare 
selettivamente il legame tra GAL-3 e le glicoproteine; in particolare l’allile lactoside è stato 
identificato come potente inibitore dell’apoptosi e antiaggregante nelle cellule tumorali dei 
melanomi e nelle linee cellulari tumorali del polmone (Iurisci et Al.,2009). Fibronectina oncofetale 
(onfFN) e galectina-3 sono stati proposti come possibili marcatori per la diagnosi preoperativa del 
cancro alla tiroide dal fatto che l'espressione di entrambi i geni risulta significativamente 
aumentata nei carcinomi papillari e anaplastici. L’espressione dei geni è stata comparata con quella 
di tessuti tiroidei normali e appartenenti ad adenomi follicolari tramite analisi immunocitochimiche 
e immunoistochimiche (Giannini et Al.,2003). Ci sono quindi varie evidenze in letteratura che 
suggeriscono l’impiego clinico di GAL-3 come marcatore diagnostico in aggiunta alla valutazione 
citologica del FNAC, oltre che come target  terapeutico (Chiu et. Al.,2010). 
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FN-1  
(Fibronectina 1). Le fibronettine sono glicoproteine ad alto peso molecolare presenti in forma 
dimerica e solubile nel plasma ed in forma multimerica/dimerica sulla superficie cellulare o nella 
matrice extracellulare. Sono coinvolte in meccanismi di adesione e migrazione cellulari 
(embriogenesi), cicatrizzazione, coagulazione del sangue, difesa e metastasi.  E’ stato mostrato che 
l’espressione di FN-1 (valutata tramite analisi di RT-PCR) risultava significativamente aumentata nei 
PTC (Silveria-MItteldorf CA et.Al.,2011). 
  
CDH3 
 Questo gene codifica per la P-cadenina, la caderina classica appartenente alla superfamiglia delle 
caderine. E' una glicoproteina di membrana la cui funzione e' quella di mediare l'adesione delle 
cellule tumorali (Conacci-Sorrel et Al., 2002). 
 
CHI3L1  
Chitinase3-like, cartilage glycoprotein-39. La chitinasi3-like1 (una glicoproteina) e' stata trovata in 
forma iperespressa nei PTC (Huang et Al., 2001) ed in numerodi altri tumori dove sembra che 
promuova angiogenesi. (Shao et Al., 2009). I livelli sierici di questa proteina, detta ahe YKL-40 non 
e' stata studiata in pazienti affetti da PTC, anche se un'elevata concentrazione sierica e' stata 
trovata in pazienti affetti da tipologie diverse di tumore (Coffman FD, 2008).  
 
CITED1 
(Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 1) . Il gene risulta 
iperespresso nei  PTC e cio' sembra essere  associato a mutazioni di BRAF ma il meccanismo 
d'espressione di CITED1 nei PTC non e' stato ancora ben spiegato. Si e' ipotizzata  una metilazione 
aberrante di CITED1 che ne promuove l'iperespressione nei carcinomi papillari (Sassa et Al,.2011). 
 
CKBB 
(creatina chinasi B). Il gene è stato analizzato in uno studio di Sussi (Sussi et Al., 1984)tramite 
metodi radioimmunologici in una serie di pazienti affetti da lesioni nodulari per valutare se poteva 
essere considerabile come marker tumorale nelle neoplasie tiroidee. All’epoca CKBB non mostrò 
una grande utilità ma è stato riproposto nel pannello.     
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CXCR4 
In diversi studi l'espressione di CXCR4 (un recettore per le chemochine) è risultata 
significativamente più alta nei PTC rispetto alle lesioni benigne, pertanto questo recettore è stato 
proposto come marcatore nella diagnosi differenziale dei noduli tiroidei. La sua potenziale utilità 
però non si esaurisce a livello diagnostico: in un recente studio l'espressione del recettore è stata 
valutata in concomitanza con la mutazione puntiforme di BRAF e le caratteristiche clinico-
patologiche del tumore. Da queste ricerche è emerso che esiste una correlazione significativa tra 
l'espressione di CXCR4, lo status mutazionale di BRAF e il grado di infiltrazione del carcinoma: si 
puo' quindi supporre che l'espressione di CXCR4 e la mutazione di BRAF potrebbero cooperare 
nell'indurre un fenotipo tumorale maggiormente aggressivo nei PTC (Torregrossa et. Al 2012). 
 
DPP4 
Il gene DPP4 (Dipeptidil peptidasi IV) viene espresso nelle cellule epiteliali di molti organi e cellule 
sistema immunitario. Il gene non viene espresso in una tiroide normale ma è risultato iperespresso 
nei PTC  dai risultati di alcuni studi di analisi d’espressione; pertanto DPP4 potrebbe essere utile 
come marcatore d’espressione sebbene il suo impiego sia stato messo in dubbio da Ozog e 
collaboratori (Ozog et Al., 2006). 
 
Fas(CD95) e FasL(CD95L) 
FAS e' una glicoproteina transmembrana compresa nella superfamiglia dei recettori del fattore per 
il fattore di necrosi tumorale. Tramite l'azione combinata con il suo ligando (FasL - CD95L), FAS 
induce apoptosi nelle cellule del sistema immunitario ed in una serie di tessuti fetali e adulti. I due 
geni risultano iperespressi sia negli  adenomi follicolari che nei PTC (Basolo et. Al 2004). 
 
HMGA2 
Codifica per una proteina che appartiene al gruppo di delle proteine dette di alta mobilita'  (High 
mobility group). LE proteine HMG  hanno la funzione di fattori architetturali e sono componenti 
essenziali dell'enhanceosoma. HMGA1 in particolare assolve la funzione di fattore di trascrizione. 
Studi di in corso da parte di Jin ipotizzano un'iperespressione di HMGA coinvolta nei carcinomi 
tiroidei, escludendo la variante di Hürtle (Jin et AL., 2015). 
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HTERT 
Human telomerase reverse transcriptase. La telomerasi è una ribonucleoproteina, un enzima che 
aggiunge sequenze ripetitive di DNA non codificante, "TTAGGG" per tutti i vertebrati ed altri 
organismi, al terminale 3' dei filamenti di DNA nelle regioni dei telomeri, che si trovano alle 
estremità dei cromosomi eucariotici, riallungando così i telomeri accorciati in modo da mantenere 
integri i cromosomi. Studi di di ibridazione in situ hanno dimostrato che l'espressione di hTERT 
risultava distinguibile (come iperespressione) nei PTC rispetto ai noduli tiroidei benigni (Chou et 
Al.2001). 
 
IPCEF1 
Interaction Protein For Cytohesin Exchange Factors. Proteina di interazione per i fattori di scambio 
della citosina). Tra i geni più significativamente ipoespressi nei FVPTC troviamo IPCEF1; questa 
informazione è stata fornita  da uno da array comparativi tra FVPTC e adenomi follicolari (Schulten 
et. Al 2015). 
 
KTR19 
Keratin, type I cytoskeletal 19. Conosciuta anche come citocheratina-19 ,CK-19, oppure cheratina-
19 ,K19.  Le cheratine sono proteine dei filamenti intermedi responsabili dell’ integrità strutturale 
delle cellule epiteliali. KTR19 è Impiegato come marcatore in alcuni studi di analisi d'espressione 
per l'identificazione dei PTC (Prasad et Al., 2005). 
 
MPPED2 
(metallophosphoesterase domain containing 2). Metallofosfoesterasi contenente dominio 2. E’ 
stata notata un’ipoespressione nei PTC attraverso analisi molecolari effettuate su campioni tissutali 
ghiacciati e provenienti da FNAC. (da Silveira Mitteldorf CA et Al. 2011). 
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NPCD2 
 (Niemann-Pick disease, type C2).  NPC1 and NPC2 regolano l’omeostasi del colesterolo a livello 
cellulare attraverso la produzione di ossisteroli derivati da lipropoteine a bassa densità(LDL, Low 
density lipoprotein, Frolov et Al., 2003).  E’ stato proposto un nuovo ruolo per NPC2 in cui risulta 
responsabile della formazione delle papille nei PTC (Sugawara et Al., 2011). 
 
PDLIM4 
PDZ and LIM domain protein 4.  E’ una proteina che si lega all’actina ed è stata ritrovata tra i geni 
più iperespressi in vari studi di microarray nei PTC (Vierlinger et al., 2011). 
 
PRSS23  
Serine Protease 23. Questo gene codifica per un membro della famiglia tripsinica delle serin-
proteasi. Anch’esso e’ stato trovato  iperespresso nei PTC in vari studi  di microarray analizzati da 
Vierlinger e collaboratori (Vierlinger et al., 2011). 
 
QPCT 
Glutaminyl-Peptide Cyclotransferase. Codifica per una ciclasi glutaminilica pituitaria responsabile 
della presenza di residui piroglutamilici in molti peptidi neuroendocrini. E’ stata notata 
un’iperespressione di QPTC nei carcinomi papillari attraverso analisi molecolari eseguite su 
campioni di tessuto tiroideo ghiacciato e campioni FNAC (da Silveira Mitterdorf et Al., 2011). 
 
LAMB3  
Laminina beta 3. La laminina è composta da tre subunità (alfa, beta e gamma) e fa riferimento alla 
famiglia delle proteine della membrana basale. LAMB3 codifica per molecole che mediano i 
processi di adesione cellulare. Il gene è risultato overespresso nei PTC (Vierlinger et Al., 2011).  
 
LRP4 
Lipoprotein receptor-related protein gene 4. Gene coinvolto nella regolazione dei meccanismi di 
adesione e formazione della matrice extracellulare; si pensa sia coinvolto anche in meccanismi di 
invasione cellulare e di metastasi nei tumori della tiroide (Jarzab et Al, 2005). 
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SERPINA1 
Da uno studio di metanalisi  di dati appartenenti a vari studi basati sulla tecnologia del microarray 
è emerso che una marcata iperespressione del gene SERPINA1 è coinvolta nell'insorgenza di PTC. 
L'iperespressione di SERPINA1 in un campione citologico tiroideo fornisce circa un 90% di 
probabilità che si tratti  di un carcinoma papillare (Vierlinger et al 2011). 
 
MET 
 L'oncogene MET codifica per la proteina c-MET. La c-MET e' un fattore di crescita  negli epatociti 
ed e' responsabile per la motilita' e la mitogenesi delle cellule epiteliali, cellule tumorali incluse 
(Giordano et Al., 1989). Alcuni studi riportano l'iperespressione di MET come un utile marcatore 
prognostico e diagnostico per i carcinomi tiroidei (Belfiore et. Al., 1997). 
 
TIMP- 1  
Tissue inhibitor of metalloproteinase-1. TIMP-1 inibisce una serie di metalloproteinasi. In alcuni 
esperimenti in vitro si e' notato che il gene influenza la proliferazione delle cellule tumorali e la sua 
espressione sembra essere dipendente dai geni BRAF e NF-κB (Bommarito et Al.,2011). 
L'iperespressione di TIMP1 e' indicativa di un fenotipo tumorale aggressivo nei PTC (Makki et Al., 
2013). Risultati simili sono stati ottenuti anche da altri studi che hanno riconfermato il ruolo 
potenziale di TIMP-1 come marcatore  nei PTC (Korem et Al., 1999; Patel et Al.,2002). 
 
PROS1 
Codifica per una proteina plasmatica vitamina-k-dipendente  (proteina S), un anticoaugulante 
essenziale che svolge diverse funzioni. Uno studio di metanalisi effettuato da Griffith mette in luce 
l'iperespressione di PROS1 nei PTC come dato eminente del lavoro (Griffith et Al.,2006).  
 
 
 
 
 
 
32 
 
SDC4  
(Syndecan 4). Risulta iperespresso nei PTC (Bologna-Molina et Al., 2010).  SDC4 e' stato trovato nel 
cromosoma 20 e codifica per un proteoglicano transmembranale eparan-solfato (Tipo I), un 
recettore coinvolto nella formazione delle adesioni focali ed ed e' richiesto nella migrazione 
cellulare (Cavallo et Al.,2010). 
 
SEL - E / SEL  - P /  SEL  - L 
 Le selectine sono una famiglia di molecole di adesione cellulare. Si legano a specifiche porzioni di 
zuccheri  e sono considerate come delle lectine, ovvero molecole di adesione che si legano a 
polimeri di zuccheri . E’ stato notato che un’iperespressione di E- e P- selectina nelle cellule 
tumorali facilita la formazione di metastasi, invasioni linfovascolari e dei tessuti molli peritiroidali 
(Bal et Al., 2008). 
 
TFF3  
Trefoil factor 3. Le proteine della famiglia  trefoil (trifoglio) sono caratterizzate dal fatto di 
conservare almeno una copia del trifoil motif (motivo a trifoglio), un dominio di 40 amminoacidi 
che contiene tre legami disolfuro. La loro funzione non e' stata ancora definita ma la modalità 
d’espressione di TFF3 e' stata impiegata come discriminante molecolare per distinguere i tumori 
benigni da quelli maligni in uno studio di Kraus (Krause et.Al del 2008). 
 
TPO  
Thyroid peroxidase. Perossidasi tiroidea. Il gene codifica per un enzima espresso principalmente 
nella tiroide dove viene secreto nella colloide. La perossidasi tiroidea ossida gli ioni ioduro per 
formare iodio da incorporare in residui  tirosinici di tiroglobulina destinata alla produzione di 
tiroroxina e triodotironina, gli ormoni della tiroide. Da uno studio di metanalisi che ha preso in 
considerazione diversi studi di microarray d’espressione TPO (ipoespresso nei PTC) è stato proposto 
come marker tumorale (Griffith et. Al  2006).   
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GGCT 
Gamma-glutamil ciclotrasferasi. La proteina codificata da questo gene catalizza la formazione della 
5-ossiprolina da dipeptidi gamma-glutamilici, il penultimo step del catabolismo del glutatione e 
puo’ giocare un ruolo critico nell’ omeostasi del glutatione. La proteina puo’ avere anche un ruolo 
nella proliferazione cellulare e l’espressione di questo gene è un marker potenziale per il cancro. 
GCCT  si ritrova iperspresso nei PTC secondo uno studio di Vierlinger (Vierlinger et Al., 2011). 
 
COL9A3 
Collagen alpha-3 IX. Gene coinvolto nella formazione della matrice extracellulare nelle cellule 
follicolari e candidato come marker d’espressione per i PTC, nei quali risulta ipoespresso (Griffith et 
Al., 2006). 
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1.4.5 CLASSIFICATORI DI ESPRESSIONE GENICA  
 
Alcuni studi descrivono l'impiego di alcuni dispositivi, dei classificatori d'espressione genica, i quali 
in base all'espressione differenziale di un pool di geni marcatori per una particolare patologia sono 
in grado di distinguere con una certa efficienza i noduli benigni dai maligni. Questi test ,per essere 
validi, devono avere oltre che un'alta sensibilità anche un'alta specificità ed un alto valore 
predittivo negativo (Alexander et. Al., 2012). I classificatori d'espressione genica (GEC, genetic 
expression classifiers) si basano su  tecniche di  ibridazione molecolare, come quella del 
microarray. I microarray sono comunemente conosciuti come "gene chips" o "matrici ad alta 
densità": costituiscono un insieme di microscopiche sonde di DNA o RNA stampate su una 
superficie solida come vetro, plastica o chip di silicio formanti un array (matrice). Questi 
permettono di esaminare simultaneamente la presenza di moltissimi geni all'interno di un 
campione di DNA/RNA (che spesso possono rappresentare anche tutto il genoma o il trascrittoma 
di un organismo). Un utilizzo tipico di un microarray è quello di confrontare il profilo di espressione 
genica di un individuo malato con quello di uno sano per individuare quali geni sono coinvolti nella 
malattia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Il test Afirma© è stato recentemente messo in commercio come esame di routine per la diagnostica nei 
noduli tiroidei    
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Un esempio è il sistema  Afirma genetic classifier (GEC) della Veracyte(tm), un array specifico per la 
tiroide che considera l'espressione differenziale di circa 160 geni ritenuti (resi segreti per custodire 
il brevetto del metodo) marcatori molecolari nei PTC. Il sistema Afirma GEC® della Veracyte™ ha 
dimostrato di avere sensibilità che supera il 90% ed un valore predittivo negativo superiore al 95% 
secondo alcuni studi pilota (Chudova et Al, 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
              Figura 5. Il 
grafico mette in risalto l’elevato NPV del test Afirma secondo gli studi di Chudova et Al. 
 
L'Afirma viene impiegato come test di routine per l'identificazione dei benigni nei  TIR 3, tuttavia 
alcuni studi ,successivi all'introduzione di Afirma in commercio (2011), dimostrano un tasso di 
benigni più basso riguardo i valori attesi ed un più basso tasso di malignità all'interno dei noduli 
sospetti. Questi suggeriscono che il valore predittivo negativo (Negative predictive value, NPV) 
dell'Afirma GEC potrebbe essere in realta' più basso rispetto a stime effettuate precedentemente e 
cio'  potrebbe mettere in discussione la validita' del test (Mc Iver et. Al ,2013). 
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1.5 SCOPO DELLA TESI 
 
In questo studio è stato effettuata un’analisi di espressione genica (gene expression profiling) su 
una serie di campioni FNAC classificati sia come benigni che maligni tramite la tecnologia del 
Nanostring. Questo dispositivo utilizza un pannello ad mRNA  customizzato che  include sonde per 
36 i geni precedentemente discussi, i quali risultano differenzialmente espressi tra noduli maligni e 
benigni della tiroide. L'obiettivo primario è stato quello di trovare una “signature molecolare”, 
ovvero un pattern di espressione genica che sia in grado di classificare come benigni o maligni i 
noduli sottoposti al test attraverso l’impiego di un algoritmo di calcolo k-NN (K-nearest Neighbour) 
machine learning. Sono stati esaminati campioni FNAC ex-vivo prelevati da pazienti 
tiroidectomizzati ( sia una serie di TIR2 che casi di TIR 4-5) per i quali è stata effettuata anche una 
diagnosi istologica; le diagnosi istologiche sono servite da esami identificativi finali dei tumori per 
valutare i profili di espressione ottenuti. Una volta verificata l’applicabilità di questo metodo 
l’evoluzione finale del lavoro consisterebbe nella messa a punto di strumento diagnostico che ci 
permetta di fare una diagnosi  nei TIR3. 
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2 MATERIALI E METODI 
 
2.1 CAMPIONI 
 
55 pazienti, che presentavano sia noduli solitari che dominanti sono stati sottoposti ad una 
tiroidectomia totale nel nostro dipartimento (anatomia patologica 3, Osp. Santa Chiara, Pisa). 
Prima dell'operazione tutti I noduli  sono stati sottoposti almeno ad un ago aspirato ed i campioni 
sono stati classificati in base alla classificazione citologica della SIAPEC-IAP (Societa' italiana di 
Anatomia Patologica e Citopatologia diagnostica, divisione italiana della International Academy of 
Pathology). In accordo con tale classificazione, le diagnosi citologiche sono state benigne in 28 
pazienti (TIR 2) , “sospetti maligni “ o “maligni” in 27 casi (TIR4 e TIR5). Nel primo gruppo si è scelto 
di rimuovere I noduli a causa di sintomi compressivi  dovuti alle  loro dimensioni. Immediatamente 
dopo l'operazione le tiroidi sono state esaminate macroscopicamente e sono stati prelevati dei 
campioni FNAC ex-vivo. Le cellule ottenute dai FNAC sono state messe in tubicini da 1,5 mL 
contrasegnati da un numero di identificazione del campione ed immediatamente ghiacciate in 
azoto liquido per poi essere conservate a -80°C. Inoltre dalle tiroidi asportate sono stati estratti dei 
campioni istologici successivamente fissati in formalina ed incorporati in paraffina per l'esame 
istologico, in accordo con la World Health Organization thyroid tumor classification system. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
38 
 
2.2 ESTRAZIONE RNA  
 
L'RNA di partenza e' stato isolato dalle cellule dei campioni FNAC ex-vivo tramite il kit RNeasy Mini 
Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA). Il kit utilizza delle colonnine con membrane di silicio che hanno la 
capacità di trattenere un massimo di 100 μg di RNA. Questa tecnologia combina le proprietà di 
legame selettivo delle membrane al silicio con l’impiego della centrifuga. Un  sistema di tamponi 
permette fino ad un quantitativo di 100 μg di RNA lungo più di 200 basi di legarsi alla speciale 
membrana di silicone. Nel protocollo, i campioni biologici vengono prima lisati e omogeneizzati in 
presenza di  di sostanze altamente denaturanti, dei guanidin-tiocianati contenenti tamponi che 
immediatamente inattivano le RNAsi che potrebbero denaturare l’RNA. Successivamente viene 
aggiunto etanolo per garantire le appropriate condizioni di binding tra RNA e la membrana di silicio 
della colonnina e il campione viene messo in un tubicino dove l’RNA si legherà alla membrana e i 
contaminanti verranno lavati via tramite centrifuga. Nell’ultimo step l’RNA viene eluito  in 30-100 
µl di acqua (Qiagen RNeasy Mini Kit data sheet). 
 
2.3 QUANTIFICAZIONE RNA 
 
La concentrazione di RNA estratto e' stata valutata mediante spettrofotometria utilizzando il 
dispositivo NanoDrop (Thermo Scientific©, Wilmington, DE) che opera una lettura dell’assorbanza 
del campione a diverse lunghezze d’onda (λ). Questo metodo sfrutta la proprietà degli acidi nucleici 
di assorbire la luce UV con un picco massimo a 260 nm. L’assorbimento delle radiazioni 
nell’ultravioletto è descritto quantitativamente dalla legge di Lambert-beer, che dice che la frazione 
della luce incidente che viene assorbita da una soluzione ad una determinata λ è proporzionale: 
 
- Alla concentrzaione della sostanza assorbente 
- Al cammino ottico, ovvero lo spessore totale che la luce attraversa 
 
Tale relazione è riassunta nella legge di Lambert-Beer, 
 
log I0/ I = ϵ l c 
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Dove :  
I0 è l’intensità della luce incidente; 
I è l’intensità della luce trasmessa; 
ϵ è il coefficiente di estinzione molare, che rappresenta l’assorbanza specifica di una soluzione a 
concentrazione molare unitaria, ad una data lunghezza d’onda e con un cammino ottico unitario;  
c è la concentrazione della soluzione assorbente [moli /  l] ; 
  
Il rapporto tra l’intensità  della luce incidente e quella della luce trasmessa rappresenta 
l’assorbanza (A): semplificando, l’assorbanza si calcola come 
 
A=  ϵ l c  
Per cui, dalla misura della luce assorbita ad una determinata λ si puo’ risalire alla concentrazione 
della soluzione in esame. Il coefficiente di estinzione molare degli acidi nucleici è la somma dei 
coefficienti di estinzione molare di ciascun nucleotide. Essendo impossibile calcolare questa 
somma per tutti i nucleotidi, si utilizza un coefficiente di estinzione molare medio, che per l’RNA 
corrisponde a 40(mg/ml)-1 cm-1: questo implica che  
 
1 A260 di RNA = 40ηg/ml. 
 
Il rapporto tra l’assorbanza del campione a 260nm e a 280nm è stato usato per stimare la purezza 
della soluzione, poiché le proteine, che sono la principale fonte della contaminazione, assorbono a 
280 nm. Preparazioni di RNA con un valore di A260/280 da 1.8 a 2.0 sono considerate abbastanza 
pure. Dopo l’estrazione e la quantificazione, i campioni vengono conservati a -80 o C, per impedire 
la degradazione dell’acido nucleico, che a temperatura ambiente è molto instabile. 
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2.4 IL NANOSTRING™  
 
La metodologia Nanostring™ utilizza la tecnologia dell’ibridazione molecolare. l’RNA 
precedentemente estratto dalle cellule dei FNAC viene aliquotato in una cartuccia (cartdridge);  ad 
ogni gene del pannello viene associato un barcode fluorescente formato da sei fluorofori (disposti 
spazialmente in maniera diversa per ogni gene). Ad ogni barcode è associato ad una coppia di 
sonde ,dette capture e reporter, che riconoscono e si legano alla sequenza nucleotidica dell’mRNA 
di interesse.  Nella fase iniziale del protocollo i barcodes sono legati alle sonde capture mentre le 
sonde le sonde reporter si ritrovano in soluzione. Le sonde reporter vanno a legarsi sia ad una 
sequenza contigua di mRNA a cui si lega la capture probe che a quest’ultima. La fase di annealing 
tra RNA e sonde dura 12 ore (overnight)ed il processo viene mantenuto ad una temperatura di 60 
oc. Successivamente avviene un lavaggio in cui le sonde in eccesso vengono eliminate ed i 
complessi barcode-sonde-mRNA vengono ancorati alla superficie della cartuccia tramite una 
particolare molecola  presente all’estremità delle capture probes. I complessi ancorati subiscono 
l’azione di un campo magnetico applicato alla cartuccia che li distende; ciò rende visibile la 
sequenza dei fluorofori dei barcode al rilevatore di fluorescenza del dispositivo (Nanostring 
nCounter®)che identifica e quantifica i prodotti genici (mRNA) individuati.  
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Schema del processo di ibridazione dei complessi sonde-barcodes con gli mRNA target. 
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Figura 7. Schema riassuntivo dei processi di ibridazione, identificazione e quantificazione (dispositivo nCounter). 
 
2.4.1 Il NANOSTRING nCounter® CUSTOM SET SPECIFICO PER IL PANNELLO DI GENI 
 
Il custom set impiegato in questo studio e' stato progettato e sintetizzato dalla Nanostring 
Technologies® (Seattle, WA). Questo codeset consiste di 82 paia di sonde reporter accoppiate a 
delle sonde capture dirette contro 41 geni; un gruppo di geni che include 36 geni differenzialmente 
espressi tra forme benigne e maligne  dei noduli tiroidei, il gene della tireoglobulina (TG) per 
attestare l'origine follicolare delle cellule ottenute dai FNAC e 4 geni housekeeping di riferimento  
(ACTB, B2M, HPRT e GAPDH). Sono state disegnate due coppie di sonde per ogni gene sia per poter 
identificarne alcuni in duplice prova come controllo dell’espressione, sia per identificare e 
quantificare tutte le isoforme (dovute a fenomeni di splicing alternativo) prese in considerazione. 
Sono stati forniti 100 ng di RNA per reazione, in aggiunta alle sonde capture e reporter.  
L'ibridazione e' stata effettuate tramite il termociclizzatore SensoQuest® labcycler. Di seguito viene  
la tabella del pannello di geni impiegato. 
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Gene mRNA/Var1 Var2 Var3 Espressione nei maligni Riferimenti bibliografici
BRAF                     NM_004333 Nikiforov et. Al.,2008
CDH3                    NM_001793 Iperespresso Conacci-Sorrel et Al., 2002
CHI3L1                  NM_001276 
Iperespresso
Huang et Al., 2001 
Coffman FD, 2008 ; Shao et 
Al.,2009
CITED1                 NM_004143 Iperespresso Sassa et Al,.2011
CKBB NM_001823.4 Ipoespresso Sussi et Al.,1984 
COL9A3 NM_001853.3 Ipoespresso Griffith et Al., 2006
CXCR4 NM_001008540.1 Iperespresso Torregrossa et. Al 2012
DPP4 NM_001935 Iperespresso Tanaka et Al.,1995
FAS (CD95) NM_000043.4 
Iperespresso
Basolo et. Al., 2004
Green et al. 2003; Tibbetts et al. 
2003
FASL (CD95L) NM_000639.1 
Iperespresso
Basolo et. Al 2004 ; Green et al. 
2003; Tibbetts et al. 2003
FN1                       NM_212482 Iperespresso Silveria-MItteldorf CA et.Al.,2011
GGCT                    NM_024051 Iperespresso Vierlinger et Al., 2011
HMGA2 NM_003483.4 Iperespresso Jin et Al., 2015
hTERT NM_001193376 Iperespresso Chou et Al.2001
IPCEF1                  NM_015553 Ipoespresso Schulten et. Al 2015
KRT19                   NM_002276 Iperespresso Prasad et Al.,2003
LAMB3 NM_000228 NM_001017402 2.46 Iperespresso Huang et Al., 2001
LGALS3                NM_001177388.1 
Iperespresso
Connie et. Al,2010 ; Paron et 
Al.,2003 ;Giannini et Al.,2003 ;Lin 
et Al.,2009
LRP4        NM_002334 Iperespresso Jarzab et Al, 2005
MET                      NM_000245 
Iperespresso
Belfiore et. Al., 1997) ; Giordano et 
Al., 1989
MPPED2              NM_001584 Ipoespresso Silveira Mitteldorf CA et Al. 2011
NPC2 NM_006432 Iperespresso Frolov et Al., 2003 
PDLIM4                NM_003687 Iperespresso Vierlinger et al., 2011
PROS1 NM_000313 2.12 Iperespresso  Griffith et Al.,2006
PRSS23                 NM_007173 Iperespresso Vierlinger et al., 2011
QPCT                    NM_012413 Iperespresso Silveira Mitterdorf CA et Al., 2011
SDC4 NM_002999 
Iperespresso
Chung et. Al 2012 ; Cavallo et 
Al.,2010
SEL-E                     NM_000450.2 Iperespresso Bal et Al., 2008
SEL-L NM_000655.4 Iperespresso Bal et Al., 2008
SEL-P                    NM_003005 Iperespresso Bal et Al., 2008
SERPINA1 NM_000295 NM_001002236 NM_001002235 Iperespresso Vierlinger et Al., 2011
TFF3                     NM_003226 Ipoespresso Krause et.Al del 2008
TIMP1                  NM_003254 
Iperespresso
Bommarito et Al.,2011; Makki et 
Al., 2013; Korem et Al., 1999 ; Patel 
et Al.,2002
TPO NM_000547.5 Ipoespresso Griffith et. Al., 2006
TG          NM_003235.4 
G3PHD  NM_001256799 
HPRT     NM_000194 
ACTB     NM_001101 
B2M        NM_004048  
 
Figura 8. Pannello di geni impiegato del custom set: in rosso sono stati evidenziati gli housekeeping, in viola il gene 
della tiroglobulina. 
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2.4.1.1 NORMALIZZAZIONE DEI DATI 
 
I dati grezzi sono stati raccolti ed esportati in un foglio di lavoro Excel utilizzando il software nSolver 
(versione 1.1)  insito nel dispositivo. I dati sono stati normalizzati in due step seguendo le linee 
guida del protocollo Nanostring: 
 
1- Sono stati impiegati sei controlli positivi spike-in per eliminare differenze sistematiche tra i 
singoli esperimenti di ibridazione. Nello specifico, le medie geometriche di intensità (POSi) 
delle sei sonde del controllo positivo sono state calcolate per i singoli campioni ; il valore 
dell’intensità delle sonde individuali nei singoli campioni è stato poi messo in scala tramite 
fattore di normalizzazione POS/POSi, dove POS = media geometrica di intensità di tutti i 
campioni. 
 
2- I valori ottenuti dallo step 1 sono stati  in  rinormalizzati utilizzando ACTB ,B2M, e GADPH ( i 
tre geni housekeeping più stabili del pannello) per rimuovere qualsiasi effetto dovuto alle 
differenze quantitative di RNA fornito per i vari campioni. Considerando HKi come la media 
geometrica dell’intensità dei 3 geni housekeeping nel campione i , il fattore di 
normalizzazione è stato definito come HK/HKi,  dove HK= media geometrica di tutti gli HKi, 
Tutti i campioni con uno scaling factor al di fuori di uno specifico range di valori (0.3-3 e 0.1-
10 rispettivamente per i controlli positivi e i geni housekeeping) sono stati esclusi da 
ulteriori analisi. 
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2.5 ANALISI STATISTICA  
 
I dati  sono stati poi clusterizzati tramite l’impiego dell’algoritmo di Pearson che ha gerarchizzato i 
dati attraverso la valutazione delle distanze euclidee tra i campioni. In questo particolare algoritmo 
(che effettua un’analisi statistica non supervisionata) i campioni vengono raffigurati in un grafico 
cartesiano sottoforma di punti le cui coordinate sono state ricavate dai valori esaminati per il 
pattern di espressione del campione (grafico delle componenti principali di Pearson). Per ogni 
coppia di valori ottenuti dalle sonde per i singoli geni è stato calcolato l’indice di correlazione R 
(Statistica® software) per valutare la concordanza tra i due valori. L’espressione differenziale dei 
geni è stata determinata impiegando il t-test (analisi della varianza a 2 vie) ,sempre tramite il 
software Statistica® (StatSoft®). E’ stato impiegato un ulteriore algoritmo di calcolo: il  K-nearest 
neighbour algorithm (K-nn) machine learning, che assegna un dato ad un gruppo di dati piuttosto 
che ad un altro in base alla valutazione delle distanze euclidee dagli n dati più vicini considerati. Il 
valore K si riferisce al numero di elementi più simili che l’algoritmo deve tenere in considerazione 
per effettuare l’assegnazione. 
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3 RISULTATI 
 
3.1 CARATTERISTICHE CLINICO-PATOLOGICHE (CITOLOGICHE) DEI 
NODULI 
 
I risultati dei FNAC sono stati confrontati con le diagnosi istologiche (gold standard): tutti i casi di 
TIR 4/5 sono stati confermati come PTC, così come i TIR 2 sono stati confermati come neoplasie 
benigne. Tutti i 55 campioni hanno espresso alti livelli di tiro globulina (TG), confermando l’origine 
follicolare delle cellule ottenute dai FNAC. 
3.2 ANALISI D’ESPRESSIONE (GENE EXPRESSION PROFILING) 
 
Le procedure del protocollo Nanostring sono state effettuate nei  laboratori della Diatech© di Jesi 
(AN). I dati raccolti  sono stati normalizzati prima utilizzando i 6 controlli positivi spike-in per 
eliminare il rumore di fondo ed in seguito i valori così ottenuti sono messi in scala in base all’ 
espressione dei 3 geni housekeeping più stabili nell’esperimento (ACTB ,B2M, e GADPH). Non tutti i 
campioni sono stati selezionati : 2 campioni maligni ed 1 benigno non sono rientrati nei valori 
stabiliti dai range di normalizzazione e sono stati scartati.  
3.3 CLUSTERIZZAZIONE (ALGORITMO DI PEARSON) 
 
Successivamente ai dati è stato applicato l’ algoritmo di Pearson per effettuare una clusterizzazione 
che ha distribuito i dati per in gruppi tramite valutazione delle distanze euclidee. Si è notata una 
certa differenza d’espressione tra i campioni maligni e benigni, i quali sono si sono distinti in due 
gruppi: si evidenzia in figura che il profilo di espressione dei campioni PTC (maligni, indicati con la 
M nel dendrogramma seguente) risulta differente dalla sua controparte (campioni contrassegnati 
con B, benigni). La figura 1 riassume i risultati ottenuti dal pannello di geni precedentemente 
discusso. 
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Figura 9. Dati clusterizzati tramite algoritmo di Pearson (analisi statistica non supervisionata). 
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3.4 CONCORDANZA DEI DATI (INDICE DI CORRELAZIONE R) 
 
Per ogni coppia di valori ottenuti dalle sonde è stato calcolato l’indice di correlazione R, il cui valore 
è stato in tutti i saggi maggiore di 0,5 mostrando sempre un’elevato livello di concordanza tra i dati.  
 
 
 
 
Figura 10. Grafici che mostrano valori degli indici di correlazione (Statistica). Nei due  esempi vediamo un elevato 
valore di R (0,95) sia per Serpina1 che per  Sdc4. 
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3.5 ANALISI DELLA VARIANZA A  2 VIE (T-TEST)  
 
Per individuare quei geni che sono risultati più differenzialmente espressi tra benigni e maligni è 
stato utilizzata un’analisi della varianza a due vie (T-test) per la quale abbiamo utilizzato una soglia 
di significatività di p<0.001. In particolare i geni con un valore di p più basso di 0.001 sono stati 24 
su 36 analizzati : tra i 24 geni selezionati 19 sono risultati iperespressi nei PTC, 5 iperespressi nei 
benigni. 20 dei 24 geni statisticamente significativi i risultati sono stati confermati nei due saggi 
effettuati (1 per barcode), mentre per i 4 rimanenti (GGCT, HMGA2, LAMB3, PRSS23) solo uno dei 
due saggi ha dimostrato un livello di significatività inferiore alla soglia prestabilita. Di seguito 
vengono riportati in tabella i geni risultati statisticamente significativi (Figura 11). 
 
 
  Fold Expression 
Gene  Benigno (media) 
Maligno 
(media) 
p 
        
Gruppo Iperespressi 
 
      
CDH3_1 0,000040 3,48080 0,0000000000 
CDH3_2 0,000000 2,27632 0,0000000067 
CHI3L1_1 0,000000 3,50088 0,0000000056 
CHI3L1_2 0,000000 4,08460 0,0000000012 
CITED1_1 0,000040 3,96436 0,0000000000 
CITED1_2 0,000000 6,10556 0,0000000000 
DPP4_1 -0,000040 3,21772 0,0000000000 
DPP4_2 -0,000080 2,15052 0,0000000038 
FN1_1 0,000080 4,35772 0,0000000000 
FN1_2 0,000040 4,61008 0,0000000000 
LGALS3_common 0,000040 1,97884 0,0000011689 
LGALS3_v3 0,000080 1,33448 0,0003775414 
LRP4_1 0,000120 3,59932 0,0000000000 
LRP4_2 -0,000160 2,98500 0,0000000012 
MET_1 0,000000 2,76132 0,0000000000 
MET_2 0,000000 2,05020 0,0000000003 
NPC2_1 0,000080 2,23616 0,0000000001 
NPC2_2 0,000080 2,77916 0,0000000000 
PDLIM4_1 0,000000 2,38556 0,0000000255 
PDLIM4_2 -0,000040 4,00988 0,0000000000 
PROS1_1 0,000000 2,79216 0,0000000000 
PROS1_2 -0,000120 2,97408 0,0000000000 
QPCT_1 0,040080 2,00732 0,0000000001 
QPCT_2 -0,000080 2,78520 0,0000000000 
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SDC4_1 0,000040 3,50732 0,0000000000 
SDC4_2 -0,000040 3,68060 0,0000000000 
SERPINA1_common -0,000040 3,94088 0,0000000000 
SERPINA1_v1 0,000000 4,04700 0,0000000000 
TIMP1_1 0,000040 2,84984 0,0000000000 
TIMP1_2 0,000000 3,08964 0,0000000000 
              GGCT_1* 0,000040 1,31356 0,0000402831 
PRSS23_2* 0,000000 1,26888 0,0000001383 
HMGA2_2* 0,000040 2,97536 0,0000000107 
LAMB3_2* 0,000000 2,14636 0,0000000030 
  
*Gene risultato overespresso  con un 
unico saggio  inferiore a  0,001 
 
      
Gruppo ipoespressi 
 
Benigno 
(media)  
Maligno 
(media)  
p  
CKBB_1 0,000040 -1,86888 0,0001910132 
CKBB_2 0,000080 -2,30256 0,0000404894 
COL9A3_1 0,000080 -4,22364 0,0000000185 
COL9A3_2 -0,000040 -6,37508 0,0000000006 
MPPED2_1 0,000000 -1,84876 0,0000000034 
MPPED2_2 0,000000 -2,91972 0,0000000000 
TFF3_1 0,000000 -2,11060 0,0000011434 
TFF3_2 0,000080 -4,37092 0,0000000000 
TPO_1 0,000040 -5,99948 0,0000000000 
TPO_2 0,000000 -6,32052 0,0000000000 
 
Figura 11. Risultati dei saggi del t-test elaborati da Statistica®.  
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3.5.1 SECONDA CLUSTERIZZAZIONE  
 
Clusterizzando di nuovo i dati tenendo conto questa volta solo di quei dei geni che sono risultati 
statisticamente significativi al t-test le differenze nei profili di espressione tra i cluster benigni e 
maligni sono risultate molto più evidenti. 
 
Fi
gura 12.  Secondo dendrogramma ricavato dall’algoritmo di Pearson, questa volta sono stati impiegati solo quei geni 
che sono risultati statisticamente significativi al T-test.  
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Ogni campione è stato poi riportato in un sistema di assi cartesiani (analisi delle componenti 
principali di Pearson) sottoforma di punto le cui coordinate sono state associate al suo particolare 
profilo d’espressione ed è stato notato che, analogamente alle considerazioni precedenti, i 
campioni benigni e maligni hanno occupato, proprio grazie ai profili d’espressione differenti, due 
gruppi distribuiti in due aree diverse del grafico. 
 
 
Figura 13. Disposizione dei campioni in un sistema di assi cartesiani ( grafico delle analisi delle componenti principali). I 
benigni(verdi) e maligni(rossi) occupano due zone differenti del grafico. 
3.6 RISULTATI DEL K-nn MACHINE LEARNING ALGORITHM 
 
Per poter confermare la suddivisione dei gruppi tra benigni e maligni è stato impiegato un   il K-nn 
(K-nearest neighbour). Il K-nn è stato configurato per associare un dato valore un ai 3 punti più 
vicini ad esso ( abbiamo usato 3 per garantire che ci siano almeno due valori vicini su tre che 
possano permetterci di associare il punto ad un gruppo piuttosto che ad un altro)  in termini di 
distanza euclidea. Tutti i dati appartenenti ai campioni sono stati riprocessati e riclassificati 
utilizzando il sistema di classificazione del K-nn : si è notata una corrispondenza tra la suddivisione 
di maligni e benigni operata dall’ algoritmo e le diagnosi istologiche. 
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Figura 14. Esempi di applicazione dell’algoritmo K-nn. Figura A: il punto preso in considerazione verrà associato ai 
maligni perché  risulta essere più vicino a 3 punti appartenenti  al gruppo dei maligni , diversamente da quello che 
avviene in figura B.   
  
 
A 
B 
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4 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
 
La FNAC, nonostante le sue limitazioni, è stata riconosciuta come la metodica più sensibile e 
specifica per la diagnosi preoperatoria delle neoplasie dei noduli tiroidei. La principale limitazione 
della citologia preoperatoria è il fatto che nel 30% circa dei casi dà una diagnosi indeterminata e 
come conseguenza il numero di tiroidectomie rivelatesi non strettamente necessarie è ancora 
troppo alto. Nei casi di diagnosi indeterminata si ricorre alla diagnostica molecolare  per fornire 
supporto all’esame citologico mediante dei test basati sulle analisi mutazionale e di espressione. I 
recenti progressi della genetica molecolare nel cancro alla tiroide hanno fornito una serie di 
marcatori molecolari diagnostici utili; Il carcinoma papillare, il più comune cancro maligno della 
tiroide, frequentemente presenta mutazioni nei geni BRAF, RET/PTC, o RAS. In letteratura inoltre 
sono citati vari casi di geni differenzialmente espressi nei tumori alla tiroide come nel caso di 
galectina-3, serpina1, fibronectina-1, CXCR4, geni la cui iperespressione risulta essere correlata 
dall’insorgenza di neoplasie maligne, in particolare di carcinomi papillari. I primi dati pubblicati 
sulla messa a punto di un classificatore di espressione genica specifico per i tumori tiroidei, l’Afirma 
GEC (Genetic expression classifier, basato sulla tecnologia del microarray, brevettato e introdotto 
nel mercato dalla Veracyte™), hanno dimostrato che il test riesce ad identificare i tumori benigni 
(Chudova et al, J Clin Endocrinol Metab, 2010) con una sensibilità dell’87% , una specificità del 53% 
e un valore predittivo negativo del 90% (Alexander et Al., 2012). Ulteriori studi suggeriscono che in 
una casistica clinica con un’alta incidenza di cancri tiroidei nei pazienti TIR3 (33%) , il NPV (Negative 
predictive value, valore predittivo negativo) dell’Afirma GEC test non riesce ad essere robusto come 
suggerito dai dati precedentemente esposti (Harrel et Al., 2013). Inoltre in uno studio di McIver 
viene mostrato che l’Afirma GEC test risulta avere una più bassa percentuale  di benigni riconosciuti 
nelle casistiche in cui i benigni non sono preponderanti ed un inferiore tasso di malignità 
riconosciuta nei gruppi TIR4, mettendo in discussione il ruolo del test Afirma nel contesto della 
diagnosi molecolare preoperatoria (Mclver et Al. 2014). In questo contesto va ad inserirsi lo studio 
proposto in questo lavoro. L’obiettivo del nostro studio è stato quello di valutare il profilo 
d’espressione in una serie di noduli tiroidei (di tipo benigno e maligno) per identificare una 
signature di espressione genica utile per riconoscere la malignità o la non malignità di questi. Sono 
stati presi in considerazione 26 campioni FNAC prelevati ex-vivo classificati come TIR2, “ benigni”, e 
27 casi di TIR 4/5, “sospetti maligni/maligni”, appartenenti a noduli di pazienti che hanno subito 
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una tiroidectomia totale. Ciò ci ha permesso di ottenere anche le diagnosi istologiche utili come 
conferma finale riguardo la natura dei noduli. Dai campioni FNAC sono stati estratti gli RNA da 
analizzare con la metodologia Nanostring (descritta a pag. 39) che opera un’analisi d’espressione 
per una serie di geni impiegando la tecnologia dell’ibridazione molecolare. In questa metodica il 
riconoscimento e la quantificazione dei trascritti genici avviene tramite particolari complessi di 
sonde legati ad una sequenza di molecole fluorescenti, detta barcode. Ogni barcode viene 
associato specificamente ad un particolare mRNA da analizzare. Abbiamo ideato un pannello 
contenente 36 geni riportati come differenzialmente espressi tra noduli maligni e benigni, con 
annessi quattro geni housekeeping di riferimento e il gene della tiroglobulina (TG) per attestare 
l’origine follicolare delle cellule provenienti dai FNAC. Sono state disegnate due sonde barcodes per 
gene, questo per riconoscere tutte le varianti trascrizionali (derivate da fenomeni di splicing 
alternativo) dei geni presi in considerazione. Elevati livelli di concordanza tra i dati normalizzati 
ottenuti dalle coppie di barcodes associate ai  geni hanno dimostrato la bontà delle misurazioni 
dell’nCounter  (Tabella pag.42). In una seconda fase di perfezionamento del metodo si potrebbe 
impiegare un unico barcode per quei geni del pannello che hanno mostrato una certa valenza 
diagnostica. Da un’analisi statistica non supervisionata effettuata mediante l’algoritmo di Pearson 
che ha tenuto conto unicamente delle distanze euclidee tra i dati registrati abbiamo notato che i 
maligni ed i benigni sono stati disposti in due cluster differenti (Figura 9, pag.45): questa 
distinzione è dipesa dall’espressione differenziale dei geni selezionati nei campioni. Ciò ha 
confermato l’esistenza di due pattern d’espressione che contraddistinguono i due gruppi di 
campioni esaminati. Tramite un’analisi della varianza a due vie (T-test) abbiamo selezionato 24 geni 
che sono risultati statisticamente differenti con un valore di p <0.001 (tabella a pag. 49). E’ stata 
adottata una soglia  di significatività sufficientemente alta per permetterci di identificare quei geni 
del pannello con un’ espressione differenziale decisamente marcata. Questa selezione non esclude 
che i geni esclusi dal T-test (aventi valore di 0.001<p<0.05) non possano avere un certo rilievo da 
un punto di vista biologico e diagnostico. Tuttavia, si è optato per selezionare quei geni che hanno 
mostrato un’espressione differenziale molto marcata per essere più sicuri della loro induzione o 
inibizione d’espressione. Tra i 24 trascritti selezionati dal T-test 19 sono risultati più espressi nei 
maligni rispetto ai benigni mentre 5 risultavano ipoespressi (iperespressi nei benigni). In particolare 
5 geni sono risultati almeno 4 volte iperespressi (CHI3L1,  CITED1, FN1, PDLIM4, SERPINA1)  ed altri 
3 dalle 4 alle 6 volte ipoespressi (COL9A3, TFF3, TPO, tabella in Figura 11, pagina 48) nei maligni. I 
geni risultati statisticamente significativi al T-test hanno confermato le modalità d’espressione 
riferite dalla letteratura (tabella pagina 41, Figura 8). Il fatto che la metodologia proposta abbia 
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ottenuto gli stessi risultati ricavati anche tramite metodologie ormai consolidate per lo studio 
dell’analisi d’espressione (PCR semiquantitativa, immunicitochimica, immunoistochimica) non puo’ 
far altro che confermare la validità delle misurazioni del Nanostring, nonchè ribadire il ruolo 
biologico dei geni nei PTC. E’ stata poi effettuata una successiva clusterizzazione impiegando i dati 
dei geni risultati statisticamente significativi (algoritmo di Pearson): il dendrogramma (figura 12, 
pag.49) mostra che le differenze tra i due pattern di espressione genica evidenziati dalla prima 
clusterizzazione risultano molto più marcate.  A questo punto abbiamo “testato” l’efficienza 
diagnostica dei pattern di espressione forniti dal nostro training set. L’algoritmo di Pearson ha 
gerarchizzato i dati del Nanostring valutando le differenze tra i profili d’espressione in termini di 
distanza euclidea tra i campioni identificati da punti in un sistema di assi cartesiani (grafico delle 
analisi delle componenti principali di Pearson), in cui ogni punto corrisponde ad un particolare 
campione avente un particolare profilo d’espressione (Figura 13, pagina 50). Nel grafico per l’analisi 
delle componenti principali i due gruppi di campioni occupano settori diversi a testimonianza del 
fatto che essi sono contraddistinti da un diverso profilo di espressione. A questo punto il nostro 
training set ha fornito quei pattern potenzialmente utili al fine di classificare un campione come 
benigno o maligno. In dettaglio ci siamo serviti dell’algoritmo di classificazione K-nearest neighbour 
machine learning (K-nn). Il K-nn è uno strumento informatico/matematico che valuta un elemento 
associandolo al gruppo (cluster) appartenente agli n elementi più vicini ad esso. Il numero “degli 
elementi più simili” da considerare viene deciso dall’operatore tramite la variabile K; in questo caso 
K=3, un numero dispari per evitare situazioni in cui ci sia un numero uguale di elementi simili 
considerati per gruppo durante l’assegnazione. In sintesi, attraverso il calcolo delle distanze 
euclidee tra gli elementi ricavati dai profili d’espressione, il  K-nn associa un dato campione  al 
gruppo di appartenenza sulla base dei profili valutati come più simili. L’algoritmo è stato applicato 
per ogni singolo campione  del training set per valutare come il K-nn avrebbe collocato i campioni 
nei due gruppi; ciò è servito come test di verifica per l’applicabilità dell’algoritmo stesso. Le 
assegnazioni dei campioni ai gruppi tramite il K-nn  hanno ricalcato le diagnosi 
citologiche/istologiche di partenza. Riassumendo, per quanto riguarda i campioni presi in esame 
possiamo affermare che la metodologia applicata in questo studio ci ha permesso di confermare le 
diagnosi citologiche/istologiche di partenza, dandoci un promettente slancio nel continuare questo 
lavoro nella sua naturale evoluzione, ovvero  l’analisi di campioni TIR3. L’obiettivo ideale di questo 
studio prevede infatti la messa a punto in futuro di uno strumento diagnostico apposito per 
sopperire ai limiti diagnostici dell’esame citologico. Tuttavia non si dispone di molti campioni TIR3 
perché tendenzialmente non tutti i TIR3 finiscono per essere operati; in genere si opera 
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maggiormente nei casi di TIR3B, categoria diagnostica il cui rischio di malignità si aggira intorno al 
30%, rispetto al 5% dei TIR3A. Di conseguenza è più difficile disporre di una serie di campioni di 
TIR3A con una diagnosi istologica. Nonostante ciò i risultati sui TIR2 e TIR4-5 sono molto 
incoraggianti per il fatto che si è evidenziato un pattern di geni che risultano essere 
differenzialmente espressi e questa loro caratteristica, confermata dai dati di letteratura, non fa 
altro che consolidare il loro ruolo di marcatori diagnostici. In conclusione, alla luce delle evidenze 
riportate in questo studio, la metodologia Nanostring viene proposta ,in un’ipotesi futuribile, come 
strumento aggiuntivo, sinergico per migliorare la diagnostica dei noduli tiroidei. In particolare nei i 
casi di diagnosi indeterminata, dove sono richiesti approcci di indagine di tipo molecolare, 
potrebbe fornire un prezioso aiuto. I risultati ottenuti dal training set fanno ben sperare in una 
futura evoluzione di questo lavoro in cui verranno esaminati dei campioni FNAC ex-vivo prelevati 
da pazienti TIR3 per testare la metodologia nel suo impiego ideale; tuttavia l’aver ricalcato tutte le 
diagnosi citologiche dei campioni del training set costituisce un promettente inizio per candidare la 
metodologia Nanostring tra gli strumenti diagnostici molecolari per il cancro alla tiroide.  
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